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la physiologie devra se recons-

truire a partir des connaissances
apportées par la biologie moléculaire
semble ressortir du débat renouvelé
entre molécularistes [1, 2] et parti-
sans d’'une approche intégrée des
processus biologiques [3, 4]. Cette
dernieére peut cependant conduire,
de maniére réciproque, a une réinter-
prétation des données moléculaires
les mieux établies, comme le montre
I'exemple de I'opéron lactose dont le
décryptage, a 'orée des années 1960,
a constitué une étape clé dans I'essor
de la biologie moléculaire.

I ‘idée consensuelle selon laquelle

La conception classique

La figure 1 résume la conception
actuelle du fonctionnement de I'opé-
ron lactose. Brievement (et en lais-
sant de coté le role de la protéine
CAP qui ne change rien a la logique
du processus), une protéine appelée
«répresseur » se fixe sur ADN,
empéchant la fixation de ’ARN poly-
mérase et la traduction subséquente
des genes dépendant du promoteur
impliqué. Ces genes (trois dans le cas
de l'opéron lactose) codent pour des
protéines intervenant dans le trans-
port et le catabolisme du lactose. Ils
sont adjacents et ont une expression
coordonnée : ils appartiennent au
méme opéron. La transcription ne
peut commencer qu’apres qu’une
petite molécule (I’«inducteur »),
I’allolactose, s’est liée au répresseur,
provoquant un changement de
conformation de ce dernier et sa

sesssssmms  désorption concomitante de ’ADN.

1268

ET SCIENCES SOCIALES

lactose:

En dehors du concept méme d’opé-
ron, deux notions essentielles ont été
retenues de ce mécanisme: celle de
régulation négative (le répresseur
non ligandé «empéche » la transcrip-
tion, I'inducteur «empéchant» le
répresseur d’«empécher» la trans-
cription) et celle de commutateur
génétique [5], les génes étant ou non
transcrits selon la combinatoire de
leurs régulations. La pratique moder-
ne de la biologie moléculaire a consi-
dérablement étendu cette logique
binaire. Paradoxalement, elle
s’applique parfaitement au cas de
Iopéron lactose mais pour d’autres
raisons (et avec d’autres consé-
quences) que celles habituellement
invoquées et dont ne peut rendre
compte le mécanisme exposé plus
haut.

Un temps de latence
n’est pas un seuil

L’un des trois génes de I'opéron est
une perméase, qui permet 'entrée
dans la bactérie du lactose (substrat
de la [-galactosidase, dont le géne
est le premier transcrit de I’opéron)
et de l'inducteur, 1’allolactose. En
facilitant ’entrée de 1’allolactose, la
perméase va ainsi accélérer sa
propre biosynthése. Méme si la liai-
son de I’allolactose au répresseur ne
présente en elle-méme aucun seuil,
un tel phénomene semble apparaitre
lorsque ’on examine la variation
temporelle du taux de transcription
de 'opéron (figure 2), donc aussi cel-
le du catabolisme du lactose. D’ou la
conclusion selon laquelle une infime

Bistabilite et opéron

un cas d’école

quantité d’allolactose provoquerait
la transition entre un état non induit
dans lequel les génes de I'opéron ne
seraient pas transcrits et le lactose
non métabolisé, et un état induit ou,
suite a la transcription, les bactéries
cataboliseraient le lactose.

Ce raisonnement comporte une faille
soulignée par 'expérience elle-méme
[6-9]. Cellei consiste a repiquer une
culture bactérienne induite avec une
culture non induite dans un milieu
contenant une faible concentration
en inducteur*, ces conditions étant
maintenues suffisamment longtemps
pour permettre aux bactéries de se
diviser (les expériences sont réalisées
en milieu succinate, ce qui procure a
toutes les cellules une source de car-
bone et d’énergie). Le résultat est
éloquent: les bactéries issues des
souches induites demeurent induites
tandis que celles provenant des
souches non induites restent non
induites. En quoi cette observation
pose-t-elle probleme ? L’entrée d’allo-
lactose étant un processus qui s’auto-
amplifie, il ne peut exister de concen-
tration intracellulaire seuil en
allolactose au-dela de laquelle le
mécanisme de dérepression serait ini-
tié: la quantité initiale d’allolactose

* Linducteur utilisé dans les expériences originales
était le méthyl B-D-thiogalactoside. On sail
avjourd’hui que Uinducteur naturel est un dérivé
du lactose, Uallolactose. Il n’y aucune différence,
dans la logique du mécanisme, a considérer que la
perméase facilite a la fois Uentrée du lactose et de
Uinducteur se trouvant dans le miliew extracellulai-
re ou, alternativement, que la perméase facilite
Uentrée de lactose, ce qui active la formation intra-
cellulaire de Uinducteur.
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Figure 1. Fonctionnement de I’'opéron lactose. Tant qu’il n'a pas fixé I'induc-
teur (I'allolactose), le répresseur est lié a I’ADN, empéchant ainsi sa trans-
cription. La fixation de I’allolactose provoque un changement de conforma-
tion du répresseur et son détachement concomitant de I'ADN. L’ARN
polymérase peut alors déclencher la transcription puis la traduction de la (3-
galactosidase et de la perméase, dont les expressions sont coordonnées. La
perméase facilite (fleche +) I’'entrée d’allolactose (ainsi que celle du lactose)
dans la cellule (vitesse v;,). L’allolactose libre intracellulaire a; peut se lier au
répresseur (vitesse v,,,;) ou étre métabolisé (vitesse v,,,,). La somme de ces
deux processus élémentaires correspond a une fuite du premier ordre (vites-
se v,,). Dans beaucoup d’ouvrages de référence (tel [5] par exemple), le réle
de la perméase, pourtant essentiel, n’est pas méme évoqué.

intracellulaire ne joue que sur le délai
d’apparition de la transition illustrée
par la figure 2 et non sur son occur-
rence éventuelle. Celle-ci est inéluc-
table une fois la premiére molécule
d’allolactose présente dans la bacté-
rie. Dans ce raisonnement, on
confond donc temps de latence et
seuil de concentration. Celui-ci
n’existant pas dans le mécanisme
inféré, I’expérience devrait se tradui-
re in fine par I'acquisition, par toutes
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les cellules, de I’état induit, ce qui est
contraire aux observations expéri-
mentales. Cette difficulté avait été
percue des l'origine par Novick et
Weiner [6]: «Des qu’une bactérie
contient une seule molécule de perméase,
sa concentration intracellulaire en induc-
leur augmente, ce qui augmente la proba-
bilité quune deuxieme molécule de per-
méase soit formée dans cette bactérie... Le
seutl correspond a une seule et unique
molécule de perméase. »

Ou est donc le seuil ?

Entre les phénomeénes observés et les
lois qui les engendrent, il y a un fossé
que Pesprit humain ne peut bien sou-
vent franchir que grace aux mathéma-
tiques. Comme Newton le fit & propos
des lois du mouvement, il nous faut
identifier la ou les constantes cachées
parmi les variables dynamiques qui
reglent le fonctionnement de 1'opé-
ron lactose. Si I’on cherche a mesurer,
en fonction du temps, la distance au
sol d’un boulet laché du 6 étage (afin
d’éviter toute polémique, nous suppo-
serons étre dans le vide !), la suite de
valeurs obtenues paraitra assez énig-
matique. Mais si I'on calcule le taux
de variation de cette distance (la vites-
se) ou mieux encore, le taux de varia-
tion de ce taux de variation (I’accélé-
ration), alors les lois de la gravité
apparaissent clairement. Parce qu'un
taux de variation est relatif a la diffé-
rence entre une grandeur a un instant
donné et la méme grandeur un ins-
tant plus tard, les équations décrivant
ces lois du changement sont des équa-
tions différentielles.

Quel est le taux de variation temporel
de la concentration intracellulaire [a;]
en allolactose ? Il s’agit d’une vitesse et
celle-ci est égale a la différence algé-
brique entre la vitesse des processus
concourant a former ce composé et
celle des processus qui tendent a 1'éli-
miner (ou a le séquestrer *) :

dfa]

= Vin = Vout

dt
Nous avons montré [13] que dans le
cas de 'opéron lactose, les vitesses in-
dividuelles v, et v, pouvaient se

mettre sous la forme suivante :

[a;]"
K+ [a]"

ou k, k), K et n sont des constantes et
[a.] la concentration extracellulaire
en allolactose. Les profils cinétiques
correspondants sont illustrés par la
figure 3A. La formulation donnée a

* Les équations de vitesses en question font interve-
nir la concenlration en especes chimiques libres
(c’est-a-dire ici Uallolactose non lié au répresseur).
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Figure 2. Seuil et temps de latence. Le taux de transcription de I'opéron est
proportionnel & la concentration intracellulaire en allolactose [a;] qui dépend
elle-méme de la concentration en allolactose extracellulaire [a.] et, si I'état
stationnaire n’est pas atteint, du temps pendant lequel les cultures sont
maintenues dans ce milieu. Pour les concentrations [a,] supérieures a 4,5, le
temps de latence qui précede la transition entre états a faible et a forte
concentrations [a;], est d’autant plus court que [a,] est élevée. Le caractere
tres brusque de cette transition pourrait laisser croire a un seuil temporel.
Pourtant, lorsque [a,] est égale (ou inférieure) a 4,2, I'allolactose interne at-
teint rapidement une concentration stationnaire tres faible et aucune transi-
tion n’est observée. Aussi existe-t-il bien une concentration seuil [a,] (a la-
quelle est associée une concentration seuil [a;]) en deca de laquelle I'opéron
n’est pas transcrit. Dans le mécanisme conventionnel ignorant la dynamique
des régulations, ce seuil devrait «correspondre a une seule et unique molé-
cule de perméase » [6]. (Les courbes ont été calculées a partir des équations
données dans le texte et les parametres de la figure 3.) Méme si I'activité (-
galactosidase et non la concentration intracellulaire en inducteur étaient me-
surées dans ces expériences, les données du Tableau | de 'article original de
Novick et Weiner [6] illustrent bien la dépendance du temps de latence avec
la concentration extracellulaire en inducteur.

I’expression de v;, (proche de celle de
I’équation de Hill*) integre I’existence
de la boucle de régulation constituée
par le couple allolactose/perméase. La
rétroaction positive exercée par la per-
méase sur I'entrée d’allolactose est
I'élément-clé a I'origine du phénome-
ne de bistabilité décrit ci-dessous.

Pour une valeur donnée [a.], il est
possible de calculer, pour chaque
concentration [a;], la vitesse nette
d’apparition (c’est-a-dire la différence
entre ses vitesses de production et

* Equation empirique de Uenzymologie décrivant les
NN /)70CeSSUS COOpEratifs.
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d’élimination) de I'inducteur dans le
milieu intracellulaire (figure 3B). Les
«constantes cachées» qui reglent le
comportement de I'opéron lactose
apparaissent alors de maniere éviden-
te: il existe en effet 3 valeurs de la
concentration intracellulaire en allo-
lactose pour lesquelles v;, est égale a
Vou Ces trois valeurs correspondent a
trois états particuliers — trois états sta-
tionnaires — du systeme. La figure 3C
montre que les états stationnaires
extrémes sont des attracteurs (ils sont
donc stables) alors que I’état station-
naire intermédiaire est un répulseur
(il est instable).

Le taux de transcription de I’opéron
lactose dépend directement de la
concentration [a;]. Aussi les deux
états stationnaires stables correspon-
dent-ils a deux régimes qualitative-
ment distincts de la consommation
de lactose. Dans I’état SS;, la concen-
tration intracellulaire en inducteur g,
est faible: le répresseur est lié a
I’ADN et I'opéron est réprimé. Au
contraire, la forte concentration sta-
tionnaire correspondant a SS; autori-
se la liaison de I'inducteur au répres-
seur et sa désorption de 'ADN: les
genes sont alors transcrits.

Le comportement de I'opéron lactose
est ainsi celui d’'un systeme bistable.
Une fois que la variable pertinente
(ici la concentration intracellulaire en
allolactose) a atteint une valeur seuil,
le systéme bifurque vers I’état station-
naire stable alternatif et y demeure,
meéme lorsque la fluctuation a disparu
(figure 3). Cette propriété est illustrée
par les expériences de Novick et Wie-
ner [6] et de Cohn et Horibata [7-9].
Lorsque les bactéries non induites
sont transférées dans un milieu conte-
nant de D’allolactose, la concentration
intracellulaire en inducteur va
dépendre a la fois de sa concentration
extracellulaire et, avant que I’état sta-
tionnaire ne soit atteint, du temps de
résidence de la culture dans ce milieu.
Une combinaison adéquate de ces
deux parametres permet de franchir
la concentration intracellulaire seuil.
Comme I’a souligné Thomas [10],
une donnée expérimentale essentielle
interprétée par la seule approche
dynamique est que dans une large
zone de concentrations extracellu-
laires en allolactose (ce que 'on appe-
lait dans les expériences originales la
«concentration de maintien »),
I'inducteur est incapable de provo-
quer la transition vers I’état induit
tout en permettant aux cellules déja
induites de se maintenir dans cet état.
Ce comportement est une conséquen-
ce directe d’'une propriété majeure
des systemes bistables, 'hystérese.

L’hystérese comme source
de différenciation phénotypique

Imaginons que des cellules induites en
croissance soient successivement repi-
quées dans un milieu contenant une
faible concentration en allolactose. Pro-
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Figure 3. Dynamique de I'opéron lactose. A. Vitesses individuelles de pro-
duction (v;) et d’élimination (v,,) de Il'allolactose intracellulaire a, Les
courbes ont été calculées a partir des équations données dans le texte et des
valeurs suivantes des paramétres: k=1,n=3, K=5, k,= 0,1, [a,] = 3 (unités
arbitraires). B. Vitesse nette de production d’allolactose intracellulaire. Les
états stationnaires SS,, SS, et SS; correspondent aux concentrations a; pour
lesquelles la vitesse nette est nulle. C. Analyse de la stabilité locale des états
stationnaires. La stabilité de chaque état est testée en effectuant des petites
perturbations d[a;] au voisinage de chacun d’entre eux. Deux situations dis-
tinctes peuvent se présenter. La premiére concerne le cas ou la vitesse nette
a une pente négative (états SS, et SS;). L’addition de J[a;] se traduit par une
situation dans laquelle la vitesse nette est négative, c’est-a-dire qu’il est dé-
truit, par unité de temps, plus d’allolactose qu’il n’en est produit. La fluctua-
tion +d[a;] va ainsi étre éliminée et le systeme revenir vers I’état stationnaire.
La méme conclusion serait déduite de I’'analyse d’une perturbation négative
—dla]. En SS, et SS;, les petites perturbations sont éliminées: ces états sta-
tionnaires sont stables. Le deuxieme cas concerne la situation ou la vitesse
nette a une pente positive (état SS,). Dans ce cas, les petites perturbations
dla;] sont amplifiées et le systeme s’écarte de cet état stationnaire (qui, pour
cette raison, est dit instable).
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gessivement, la concentration intracel-
lulaire en inducteur va diminuer. Brus-
quement, au-dela d’'une concentration
seuil, le systéme va basculer dans le bas-
sin de lattracteur correspondant a
I'état non induit (figure 4). Les cellules
et leurs descendantes réacquerront le
phénotype non induit. Le point impor-
tant est que la valeur seuil en allolacto-
se extracellulaire permettant le retour a
I'état «non induit» sera plus faible que
celle observée lors de la transition du
phénotype «non induit» vers le phéno-
type «induit» (figure 5). Cette propriété
(nommée hystérese et typique des sys-
temes multistables) a déja été décrite
par ailleurs [11-13]. C’est elle — et elle
seule — qui permet de comprendre les
résultats de 'expérience rappelée plus
haut. Dans la zone de concentration in-
tracellulaire en allolactose pour laquel-
le coexistent les deux états station-
naires, ’état adopté par toute cellule
dépend de ce qu’il était avant que la
concentration intracellulaire en induc-
teur ne soit modifiée. Si la cellule était
induite (c’est-a-dire si elle se trouvait
sur la branche haute de stabilité), elle
et sa descendance resteront induites. Si
elle était non induite, elle et sa descen-
dance demeureront dans cet état. Ain-
si, des bactéries ayant le méme patri-
moine génétique et ne différant que
par leur adaptation (leur induction ou
non-induction) a la croissance en mi-
lieu lactose, auront acquis une différen-
ce phénotypique qu’elles seront ca-
pables de conserver et de transmettre
bien que placées, une fois la différen-
ciation effectuée, dans les mémes
conditions de milieu.

Cette analyse montre en quoi
I’approche purement moléculaire,
isolée de son contexte dynamique,
peut étre trompeuse : ce n’est pas par-
ce que la transcription de 'opéron
lactose est un processus de type
ouvert/fermé que la réponse du syste-
me est binaire. Ce comportement est
la manifestation d’une discontinuité,
liée a la dynamique des régulations,
dans I’évolution de la concentration
intracellulaire en inducteur. En
d’autres termes, la différence entre les
états induit et non induit correspond
a une modification de l’environne-
ment cellulaire et non a une altéra-
tion moléculaire de I'opéron lui-
méme. Dans les conditions dans

lesquelles les deux états peuvent m—
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coexister, le choix entre I’'un et I'autre
états n’a aucun déterminisme géné-
tique: il ne dépend que de I’histoire
du systéme, cette histoire étant mémo-
risée par le sens de variation d’une
variable liée a ’environnement.

Perspective historique

Le concept de multistationnarité
(issu de la thermodynamique des
phénomenes irréversibles) fournit
une explication rationnelle et com-
plete du comportement de I'opéron
lactose. Il parait vraisemblable qu'une
analyse du méme type pourrait enri-
chir notre perception d’autres phéno-
menes de la dynamique cellulaire
(dans le domaine des procaryotes,
pensons par exemple au choix entres
cycles lytique et lysogénique dans le
mécanisme qui préside a l'infection
d’E. coli par le bactériophage A, com-
me des travaux convergents le sugge-
rent [14, 15]). En s’appuyant sur la
connaissance moléculaire mais aussi
sur la physique moderne, la physiolo-
gie en reconstruction pourrait ainsi
affirmer son caractére véritablement
intégratif. Elle réintroduirait en parti-
culier les notions de temps et d’évé-
nement dans notre explication du
vivant, notions que la biologie molé-
culaire avait cru pouvoir effacer en
fondant I'essentiel de son explication
sur I’étude «anatomique» des seules
structures du matériel biologique.

I1 est particulierement instructif de se
reporter aux expériences originales
et a leur interprétation de I’époque.
Dans le premier de leur série de trois
articles consécutifs [7-9] publiés en
1959, Cohn et Horibata écrivaient:
«ll semble clair que deux états station-
naires stables par rapport a la syntheése de
B-galactosidase pewvent étre maintenus
par une population génétiquement homo-
gene croissant dans un miliew donné. »
Dix ans auparavant, le généticien
Max Delbriick postulait [16]: «Une
cellule peut exister sous deux états fonc-
tionnellement différents d’équilibre de
flux*, sans que cela implique un change-
ment quelconque dans la propriété des

* Comme U'a montré récemment Thieffry [17], cette
expression est une traduction malheureuse, dans le
lexte francais publié, de Uexpression steady state.
Dans leur analyse du modele de Delbriick, Thomas
et D’Ari [18] avaient tres (6t soupgonné existence

I, (e celle erreur de traduction.
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Figure 4. Seuils de concentration et comportement hystérétique de I'opéron
lactose. Dans le plan ([a;], [a.]), les états stationnaires possibles du systeme for-
ment une trajectoire calculable en recherchant, pour chaque valeur de [a,], les
racines [a;] de I'équation v,,-v,,= 0. Les états stationnaires stables correspon-
dent aux deux branches de cette trajectoire dont la pente est positive (entre
l'origine des axes et le point D d’une part, et au-dela du point E d’autre part).
Les états stationnaires instables sont au contraire localisés sur la branche de
pente négative (entre D et E). Lorsque partant de la branche stable a faible [a;]
(ou I'opéron est réprimé), on augmente la concentration extracellulaire [a,] en
allolactose (fléches noires), le systeme bascule brusquement, au-dela du point
D (pointillés), sur la branche stable correspondant a I'état déréprimé. La transi-
tion inverse entre les états déréprimé et réprimé (de E a B, fleches blanches) se
produit pour une valeur seuil des concentrations différentes de celle qui prési-
de a la transition aller. La trajectoire a été calculée a partir des équations don-
nées dans le texte et avec les valeurs des paramétres de la figure 3. Notons
que le plan ([a;], [a,]) correspond & un espace variable-paramétre. La lecture de
ce diagramme impose donc que I'on observe la valeur prise par la variable
([a;]) lorsque I'on modifie celle du parametre ([a,]) et non l'inverse.

genes, plasmagenes, enzymes, ou de toutes
autres unités structurales; les passages
d’un élat a un autre peuwvent étre provo-
qués par des modifications transitoires des
conditions de milieu. [...]» Se rappor-
tant a cet article, Cohn et Horibata
concluaient [7]: «Le systéeme [métabo-
lique] des [-galactosides constitue un
exemple expérimental du modele de Del-
briick. » En I’absence de cadre concep-
tuel fondant ces «états stationnaires
multiples », cette interprétation n’eut
que peu d’écho. Ce cadre conceptuel
a été fourni une vingtaine d’années
plus tard par la thermodynamique
des phénomenes irréversibles [19,
20]. Pour autant, commentant les
divergences ayant opposé Delbrick et
Monod autour des années 1950,
Michel Morange écrivait en 1994

dans son «Histoire de la Biologie
Moléculaire » [21]: «Le développement
de la biologie moléculaire semble étre une
victoire pour les partisans du réduction-
nisme biologique. C'est Uétude des molé-
cules, de leur structure, qui a 1évélé les
mécanismes intimes de fonctionnement du
vivant. Les nouveaux principes physiques
dont Max Delbriick avait imaginé Uexis-
tence me se sont jamais manifestés. »
Méme si les nouvelles lois que Del-
briick espérait découvrir dépassaient
le cadre restreint du modele évoqué
[22], sa conception visionnaire lui a
permis de comprendre tres tot que la
notion de propriété émergente, loin
de se réduire a la seule expression
des structures, nécessitait aussi la pri-
se en compte de leurs correspon-
dances dynamiques ®
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Figure 5. Propriétés d’hystérése et comportement temporel. Sur la partie
gauche de la figure, la concentration intracellulaire en allolactose est initiale-
ment nulle. Les bactéries sont donc non induites. Au temps 0, elles sont pla-
cées dans un milieu contenant I'une des concentrations en allolactose indi-
quées [a,]. En degca d’une valeur de a, égale a 4,3, la concentration en
allolactose intracellulaire stationnaire reste inférieure au seuil de la transition
non induit/induit. Au-dela de cette valeur seuil, la transition se produit. Sur la
partie droite de la figure, la concentration initiale en allolactose a l'intérieur
des cellules est égale a 4,5. Les bactéries sont donc induites. Au temps 0, elles
sont placées dans un milieu contenant la concentration indiquée [a.] en allo-
lactose. Jusqu’a une concentration extracellulaire [a,] égale a 2,8, les bacté-
ries restent dans l’état induit. En dega de ce seuil, la transition réverse in-
duit/non induit se produit, la concentration intracellulaire en allolactose
chutant brusquement a une trés faible valeur. Entre les deux seuils [a.] aller et
retour (par exemple pour une valeur de 3,5), I'état que va adopter le systéme
dépendra de la concentration initiale en allolactose intracellulaire, c’est-a-dire
de ce qu’était I'état du systéeme avant ce temps 0. Les courbes ont été calcu-
lées par intégration numérique de I'équation différentielle d[a,)/dt = v,, — V,,
avec les valeurs des paramétres données dans la figure 3.
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