Modélisation et simulation qualitative
de réseaux de régulation génique

Mémoire présenté pour ’obtention de ’habilitation
& diriger des recherches, delivrée par
I’Université Joseph Fourier & Grenoble

Hidde de Jong

Institut National de Recherche en Informatique et en Automatique (INRIA)
Unité de recherche Rhone-Alpes
655 avenue de I’Europe, Montbonnot, 38334 Saint Ismier Cedex
Courriel : Hidde.de-Jong@inrialpes.fr
Toile : http://www-helix.inrialpes.fr /article165.html

6 septembre 2004






Résumé

L’analyse des réseaux de régulation génique responsables du fonctionnement et du déve-
loppement des organismes vivants est fortement stimulée par la mise & 1’échelle génomique
des méthodes expérimentales en biologie moléculaire. Outre ces méthodes & haut débit, des
outils de modélisation et de simulation sont indispensables pour analyser la dynamique des
réseaux de régulation génique. En effet, & cause du grand nombre de composants connec-
tés par des boucles de rétroaction complexes, une compréhension intuitive du systéme est
difficile & obtenir.

Une grande variété d’approches pour la modélisation et la simulation de réseaux de
régulation génique a été proposée dans les quarante derniéres années. L’application de
ces méthodes est toutefois soumise a4 deux contraintes importantes. Premiérement, les mé-
canismes des réactions biochimiques impliquées dans les interactions du réseau ne sont
souvent pas bien connus. Ceci implique que des modéles cinétiques détaillés ne peuvent en
général pas étre construits. Une deuxiéme contrainte vient de ’absence quasi totale d’infor-
mations quantitatives sur les paramétres cinétiques et les concentrations moléculaires. Par
conséquent, les méthodes traditionnelles d’analyse numerique sont difficiles & appliquer.

Dans ce mémoire, je décris une méthode de modélisation et de simulation qualitative
de réseaux de régulation génique, basée sur une classe d’équations différentielles linéaires
par morceaux bien étudiée en biologie mathématique. Les modéles linéaires par morceaux
permettent une description approchée des réseaux de régulation génique, particuliérement
bien adaptée a 1’état de ’art des techniques génomiques. Ces modéles possédent de plus
des propriétés mathématiques qui facilitent 'analyse qualitative du comportement des
systémes de régulation. La méthode a été implémentée en Java dans 'outil informatique
Genetic Network Analyzer (GNA). L’application de GNA a ’analyse des processus de
régulation génique bactériens — comme l'initiation de la sporulation chez Bacillus subtilis —
a montré que la méthode est capable de reproduire le comportement qualitatif de réseaux
de régulation complexes, mais déja bien connus. Cette validation de la méthode nous a
permis de continuer avec ’étude de systémes expérimentaux dont le fonctionnement est
moins bien compris, comme la régulation globale de la transcription chez Escherichia coli
et Synechocystis PCC 6803.

Les travaux réalisés a ce jour forment une premiére étape dans le développement d’un
environnement informatique intégré pour ’analyse de réseaux de régulation génique. Cet
environnement permettrait non seulement la simulation du comportement d’un réseau a
partir d’un modéle linéaire par morceaux donné, mais il soutiendrait également la construc-
tion et la révision de modéles, la sélection d’expériences discriminatoires et la validation
de modéles par des données expérimentales. A plus long terme, il est méme envisageable
de généraliser cette approche a des modeles intégrés de réseaux d’interactions impliqués
dans la régulation génique, le métabolisme et la transduction de signaux, afin d’obtenir
une compréhension globale du fonctionnement de la cellule.






Abstract

The analysis of the genetic regulatory networks underlying the functioning and develop-
ment of living organisms will much benefit from the recent upscaling to the genomic level
of experimental methods in molecular biology. In addition to high-throughput experimen-
tal methods, computer tools for the modeling and simulation of gene regulation will be
indispensable. As most networks of interest involve many genes connected through inter-
locking positive and negative feedback loops, an intuitive understanding of their dynamics
is difficult to obtain.

A large variety of approaches for modeling and simulating genetic regulatory networks
have been proposed in the past forty years. However, the application of these methods
is submitted to two major constraints. First of all, the biochemical reaction mechanisms
underlying the interactions are usually not or incompletely known. This generally prevents
the formulation of detailed kinetic models. A second constraint arises from the almost
complete absence of quantitative information on the kinetic parameters and molecular
concentrations. As a consequence, traditional methods for numerical analysis are difficult
to apply.

In this document, I describe a method for the qualitative modeling and simulation of
genetic regulatory networks, based on a class of piecewise-linear differential equations that
has been well-studied in mathematical biology. The piecewise-linear models provide an
approximate description of genetic regulatory networks, particularly well-adapted to state-
of-the-art techniques in genomics. In addition, these models have mathematical properties
that facilitate the qualitative analysis of the behavior of regulatory systems. The method
has been imlemented in Java in the computer tool Genetic Network Analyzer (GNA). The
application of GNA to the analysis of bacterial genetic regulatory processes — like the
initiation of sporulation in Bacillus subtilis — has shown that the method is capable of
reproducing the qualitative behavior of complex, but well-understood regulatory networks.
This validation of the method has allowed us to continue with the study of experimental
systems whose functioning is less understood, like the global regulation of transcription in
Escherichia coli and Synechocystis PCC 6803.

The work completed up until now constitutes the first stage in the development of
an integrated computer environment for the analysis of genetic regulatory networks. This
environment would not only allow the simulation of the behavior of a network from a
given piecewise-linear model, but also support the construction and revision of models,
the selection of discriminatory experiments, and the validation of models by experimental
data. In the long term, it might even be possible to generalize the approach to integrated
models of the networks of interactions involved in gene regulation, metabolism, and signal
transduction, in order to obtain a global comprehension of the functioning of the cell.
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Préface

La rédaction de ce mémoire m’a permis de revenir sur les six derniéres années de ma
vie professionnelle, depuis mon arrivée & PINRIA fin 1998. Le sentiment dominant de ces
années est celui d’'un grand plaisir. En écrivant les chapitres du mémoire et en faisant
le tri des articles & inclure, j’ai réalisé encore une fois & quel point il est passionnant de
travailler & I'interface de I'informatique, des mathématiques et de la biologie. Si 'on peut
espérer trouver de I’élégance abstraite dans les équations, les algorithmes, les théorémes et
les schémas conceptuels en informatique et en mathématiques, la biologie par contre est
bien ancrée dans le concret avec ses méthodes et matériaux, ses résultats d’expériences et
ses exceptions 4 la régle. Ainsi la position entre plusieurs domaines scientifiques m’a permis
de satisfaire des plaisirs intellectuels divers et complémentaires.

Ceci ne devrait pas occulter le fait que mes efforts se sont parfois transformés en la-
beurs. Décidement, il n’est pas toujours facile de trouver un chemin allant des solutions de
Filippov aux génes rapporteurs, en passant par les écouteurs de Java! Chacun de ces do-
maines réserve bien des surprises désagréables, tout spécialement aux nouveaux arrivants.
Heureusement j’ai eu la chance de rencontrer des collégues spécialistes en informatique, en
mathématiques et en biologie préts a m’aider. En rédigeant ce mémoire, il m’est devenu
encore plus clair que les travaux accomplis sont le fruit d’un effort commun, au point qu’il
m’était parfois difficile d’utiliser la premiére personne du singulier au lieu de la premiére
personne du pluriel. Mis & part le fait que leur aide a été précieuse, les interactions avec
mes collégues ont aussi ajouté un plaisir humain aux plaisirs intellectuels.

Je voudrais remercier Hans Geiselmann, Jean-Luc Gouzé, Michel Page et nombre d’au-
tres collégues — dont notamment Grégory Batt, Richard Casey, Hanna Héirdin, Céline Her-
nandez, Jean Houmard, Eva Laget, Delphine Ropers, Tewfik Sari et Dominique Schneider
— pour leurs contributions aux travaux présentés dans ce mémoire. Je remercie également
Olivier Bernard, Claudine Chaouiya, Damien Eveillard, Giancarlo Ferrari-Trecate, Hubert
Garavel, Radu Mateescu, Nicolaas Mars, Anne Morgat, Sébastien Provencher, Francois Re-
chenmann, Marie-France Sagot, Denis Thieffry, Ivayla Vatcheva et de nombreuses autres
personnes pour des collaborations et des discussions autour et dans la suite du sujet de ce
mémoire. Je dois beaucoup a Frangois Rechenmann, a Francoise de Coninck et aux autres
membres du projet HELIX pour avoir créé une ambiance de travail ouverte et conviviale.
Finalement, je remercie Frangois Rechenmann d’avoir accepté d’étre mon directeur des
travaux pour cette habilitation a diriger des recherches (HDR), Jean Della Dora d’avoir
voulu assumer le role de président de mon jury d’HDR et Leon Glass, Albert Goldbeter,
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Nicolaas Mars et Jan van Schuppen d’avoir accepté de faire partie du jury en tant que

membre ou rapporteur.
Ce mémoire est dédié & mes parents, en signe de reconnaissance pour leur amour et

leur soutien infaillibles.

Grenoble, le 23 aott 2004



Chapitre 1

Introduction

1.1 Réseaux de régulation génique

Une des caractéristiques les plus remarquables de la biologie moléculaire aujourd’hui est
la mise a I’échelle génomique de ses méthodes expérimentales. Le séquencage de génomes
complets, impensable il y a vingt ans, est devenu un travail de routine, hautement automa-
tisé et réalisé dans un environnement quasi-industriel. La miniaturisation des technologies
d’hybridation a produit les puces & ADN, des outils pour mesurer le niveau d’expression des
génes [38|, tandis que le développement des méthodes protéomiques — basées sur I’électro-
phorése bidimensionnelle, la spectrométrie de masse et le systéme double-hybride — permet
I'identification des protéines et leurs interactions a ’échelle de génomes entiers [49].

Ces nouvelles méthodes génomiques produisent d’énormes quantités de données sur
différents aspects de la cellule. D’une part, elles identifient les interactions entre les génes,
les protéines, les métabolites et d’autres molécules, dressant ainsi la structure des réseaux
d’interactions. D’autre part, elles détectent 1’évolution de 1’état de la cellule, c’est-a-dire, les
variations de la concentration et de la localisation des différents composants moléculaires
au cours du temps, en fonction de changements dans I’environnement. Le grand défi de la
biologie fonctionnelle ou la biologie des systémes (« systems biology ») consiste & mettre en
relation ces données structurales et fonctionnelles afin d’arriver a une interprétation globale
du fonctionnement d’un organisme [32, 36]. Il s’agit de prédire et comprendre comment
le comportement observé de l’organisme — l’adaptation & son milieu, la différenciation
cellulaire lors de son développement, voire son évolution sur des périodes plus longues —
peut émerger d’un réseau d’interactions moléculaires.

Ces interactions sont de nature trés hétérogéne. Elles interviennent aussi bien au niveau
de la transcription et de la traduction d’un géne, qu’au niveau de la dégradation enzyma-
tique d’un métabolite et la phosphorylation d’une protéine régulatrice. Dans I’étude d’un
processus cellulaire particulier, il suffit souvent, au moins dans un premier temps, de se
focaliser sur une partie du réseau d’interactions, caractérisée par un type donné d’inter-
action. Ainsi, les biologistes ont pris ’habitude de distinguer, entre autres, les résequx
meétaboliques, les réseaur de transduction des signauz et les réseauzr de régulation génique.

11



12 CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Les réseaux métaboliques assurent la connection entre les petites molécules de la cellule a
travers des réactions enzymatiques, tandis que la transduction des signaux passe en grande
partie par la modification post-traductionnelle des protéines. Les réseaux de régulation
génique concernent surtout les interactions entre protéines et acides nucléiques, controlant
la transcription et la traduction des génes.

Dans les travaux présentés dans ce mémoire, je me suis focalisé sur les réseaux de régu-
lation génique. Ces réseaux sont responsables du contréle d’un grand nombre de processus
importants dans le développement et le fonctionnement d’un organisme. Par exemple, ils
permettent de changer le programme génétique de la cellule bactérienne, ’ensemble des
génes exprimés et leur niveau d’expression, en réponse a un stress imposé par les conditions
du milieu. Aussi, une grande partie des données expérimentales disponibles aujourd’hui,
par exemple les données du transcriptome, portent sur les réseaux de régulation génique.
Toutefois, il est important de ne pas oublier que les réseaux de régulation génique sont
imbriqués dans d’autres réseaux, parfois a un point tel qu’il est difficile de les distinguer.

1.2 Modélisation et simulation de réseaux de régulation
génique

Outre des méthodes expérimentales & haut débit, des approches mathématiques et in-
formatiques sont indispensables pour analyser les réseaux de régulation génique. A cause
du grand nombre de composantes et d’interactions, connectées par des boucles de rétro-
action positive et négative, une compréhension intuitive de la dynamique du systéme est
souvent difficile, voire impossible & obtenir. La modélisation et la stmulation par ordina-
teur peuvent contribuer a I’élucidation d’'un réseau de régulation génique en permettant
au biologiste de tester un nombre plus restreint d’hypothéses plausibles. La formulation de
modéles mathématiques nécessite une description préalable, explicite et non ambigué, des
hypothéses faites concernant les mécanismes de régulation. En outre, la simulation & partir
de ces modéles génére des prédictions sur le comportement de la cellule, qui peuvent étre
vérifiées expérimentalement.

Une démarche pour analyser la dynamique d’un réseau de régulation génique — basée sur
I’application coordonnée des outils expérimentaux, mathématiques et informatiques — est
résumée dans la figure 1.1. Dans un premier temps, un ou plusieurs modéles initiaux sont
construits a partir des connaissances du systéme et des observations de son comportement.
Ces modéles sont utilisés pour faire des simulations, sous des conditions expérimentales
choisies. Les prédictions ainsi obtenues sont ensuite comparées avec les observations faites
sous les mémes conditions expérimentales, ce qui donne une indication de I’adéquation des
modéles et peut conduire & la révision de ces derniers. Ceci inaugure un nouveau cycle de
simulation du comportement du systéme, de vérification expérimentale des prédictions et
de révision des modéles.

La modélisation et la simulation des réseaux de régulation génique remontent aux dé-
buts de la biologie moléculaire, a la suite des travaux pionniers de F. Jacob et de J. Monod
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Fi1G. 1.1 — Démarche pour analyser la dynamique de réseaux de régulation génique : ap-
plication coordonnée des outils expérimentaux, mathématiques et informatiques.
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sur la régulation de 'opéron lac |33, 50]. L’un des résultats marquants des années soixante,
le modéle d’autorégulation génique de Goodwin [27], est essentiellement une formalisation
des travaux expérimentaux cités ci-dessus et leur généralisation a d’autres systémes de
régulation bactériens [45]. Un autre développement majeur était 1'idée, proposée par M.
Sugita |62], d’interpréter les génes et leurs interactions en termes logiques, ce qui a ouvert
la voie aux réseaux Booléens et leurs généralisations |35, 65]. Les travaux d’A. Turing sur
la modélisation de la morphogénése [70] doivent aussi étre mentionnés ici. Réalisés avant
méme la publication de la structure de double hélice de ’ADN |[76], ils ont gardé leur
intérét avec 1’élucidation des bases moléculaires du développement. Si la modélisation et
la simulation de réseaux de régulation génique sont donc dotées d’une longue histoire, il
est toutefois clair que depuis quelques années, avec la fin annoncée de grands projets de
séquencage, elles sont entrées dans une nouvelle phase. La modélisation et la simulation
suscitent aujourd’hui un intérét sans précédent, dont témoignent la croissance exponen-
tielle du nombre de publications dans le domaine et la multiplication des conférences et
des ateliers spécialisés.

Méme si une grande diversité de modeéles de réseaux de régulation génique et, plus
généralement, de réseaux d’interactions moléculaires a été proposée, deux types de modéles
de réseaux sont le plus répandus aujourd’hui : les équations différentielles et les équations
maitresses stochastiques (voir [9, 29, 41, 60] pour des revues). Ces modéles permettent
des descriptions détaillées de réseaux de régulation génique, descendant jusqu’au niveau
moléculaire. En outre, les modéles différentiels et stochastiques peuvent étre utilisés afin de
faire des prédictions précises et numériques du comportement d’un systéme de régulation.

Un grand nombre d’excellents exemples de ’application des modéles différentiels et
stochastiques aux réseaux procaryotes et eucaryotes est disponible dans la littérature. H.
McAdams et L. Shapiro [42] ont simulé le choix entre lyse et lysogénie de la bactériophage A
par un modéle différentiel, tandis que A. Arkin et collégues [3] ont étudié le méme systéme
a ’aide d’un modéle stochastique. Dans une série de publications, les groupes de B. Novak
et de J. Tyson ont développé des modéles différentiels des mécanismes cinétiques impliqués
dans la régulation du cycle cellulaire chez le crapaud Xenopus laevis [47] et la levure
Schizosaccharomyces pombe [46] (voir [71] pour une revue). Des modéles différentiels de la
segmentation chez Drosophila melanogaster ont contribué a mieux comprendre la formation
des profils d’expression spatio-temporels des génes gap, pair-rule et segment polarity le long
de l'axe antéro-postérieur de I'embryon de la mouche |53, 54, 75].

L’application des modéles différentiels et stochastiques est toutefois soumise a deux
contraintes importantes [29]|. Premiérement, les mécanismes des réactions biochimiques im-
pliquées dans les interactions du réseau ne sont souvent pas bien connus. Ceci a pour consé-
quence que des modéles cinétiques détaillés ne peuvent pas étre construits. Une deuxiéme
contrainte vient de I’absence générale d’informations quantitatives sur les paramétres ciné-
tiques et les concentrations moléculaires, méme dans le cas des systémes biologiques bien
étudiés. Par conséquent, les méthodes traditionnelles de I’analyse numérique sont difficiles
a appliquer.

Les deux contraintes mentionnées ci-dessus générent une demande de méthodes basées
sur des modéles approchés qui, tout en faisant abstraction des mécanismes moléculaires
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précis des interactions, prennent en compte des aspects essentiels de la régulation génique.
En outre, ces méthodes devraient permettre ’analyse qualitative de la dynamique des
réseaux de régulation génique. Mes recherches depuis mon arrivée a 'INRIA, fin 1998, se
sont portées sur le développement d’une telle méthode, son implémentation dans un outil
informatique convivial et son application a des systémes biologiques réels en collaboration
avec des biologistes expérimentaux.

1.3 Modélisation et simulation qualitative

Le développement d’une méthode de modélisation et de simulation de réseaux de régu-
lation génique, satisfaisant les contraintes relevées dans la section précédente, ne reposait
pas sur rien. Je pouvais me baser sur 'expérience et les ressources accumulées en biolo-
gie mathématique et en bioinformatique, ainsi qu’en mathématiques et en informatique
plus généralement. Deux approches m’ont particulierement guidé dans mes recherches :
I’analyse des réseaux de régulation génique a ’aide de modéles d’équations différentielles
linéaires par morceaux et la simulation qualitative de systémes dynamiques.

Au début des années soixante-dix, L. Glass et S. Kauffman ont proposé de modéliser
les réseaux de régulation génique par une classe d’équations différentielles linéaires par
morceauz |26]. Les variables d’état dans ces modéles correspondent aux concentrations
des protéines codées par les génes du réseau, tandis que les équations différentielles re-
présentent les interactions par lesquelles certaines protéines influencent la synthése et la
dégradation d’autres protéines. La forme des interactions est approchée par des fonctions
en escalier, ce qui donne la structure linéaire par morceaux aux équations différentielles.
Ces modeéles possédent des propriétés mathématiques qui facilitent ’analyse qualitative du
comportement des systémes de régulation [26, 28, 44, 61|. Sur le plan formel, les modéles
linéaires par morceaux sont apparentés aux modéles logiques asynchrones proposés par R.
Thomas et collégues [66, 67|. Les modéles linéaires par morceaux et logiques ont donné
des résultats pertinents lors de ’étude de nombreux réseaux de régulation procaryotes et
eucaryotes (e.g., |1, 24, 43, 48, 51, 56, 64|).

Le manque d’informations précises sur les relations fonctionnelles entres les composantes
du systéme et sur la valeur des parameétres est un probléme que ’on retrouve dans de nom-
breux domaines scientifiques et techniques. Ceci a suscité un intérét pour les méthodes de
stmulation qualitative, développées pour des situations dans lesquelles I’application des mé-
thodes de simulation numérique n’est pas possible ou pas appropriée [10]. Ainsi, la méthode
QSIM, développée par B. Kuipers [37], permet de définir des modéles sous forme d’équations
différentielles qualitatives. Ces derniéres sont des abstractions d’équations différentielles or-
dinaires, dans lesquelles les valeurs des variables et des parameétres sont spécifiées par des
valeurs qualitatives, notamment des signes, tandis que les relations fonctionnelles entre les
variables et les paramétres sont transformées en contraintes entre valeurs qualitatives. La
simulation qualitative prédit des comportements qualitatifs possibles du systéme & par-
tir de ’équation différentielle qualitative et des conditions initiales, elles-mémes spécifiées
également de facon qualitative. Il existe quelques exemples de 'application des méthodes
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de simulation qualitative aux réseaux de régulation en biologie |30, 34, 69]. Des méthodes
ayant des idées similaires a la base ont été proposée pour ’analyse de systémes hybrides
[2, 24].

Dans mes travaux, j’ai fait une synthése des approches résumées dans les deux para-
graphes précédents, en développant une méthode de modélisation et de simulation qualita-
tive basée sur les modéles d’équations différentielles linéaires par morceaux. D’une part, les
modéles linéaires par morceaux permettent une description approchée, bien adaptée aux
données expérimentales disponibles aujourd’hui. D’autre part, la simulation qualitative ap-
porte un cadre informatique au développement d’une méthode capable de prédire, a partir
des modéles linéaires par morceaux, les comportements qualitatifs possibles du réseau.
Aussi, les modéles linéaires par morceaux posent des contraintes mathématiques fortes sur
la dynamique locale du systéme. Ceci porte un reméde au talon d’Achille des méthodes de
simulation qualitative : I’explosion combinatoire du nombre de comportements qualitatifs
possibles dans le cas de 'analyse des systémes complexes rencontrés en pratique.

Dés le début, il me paraissait clair que, si la méthode de modélisation et de simulation
qualitative devait avoir un impact dans la communauté des biologistes, il fallait 'implé-
menter dans un outil informatique convivial. Avec mes collégues, nous avons donc fait de
grands efforts pour développer un logiciel appellé Genetic Network Analyzer (GNA). Les
utilisateurs visés de GNA sont des modélisateurs de systémes biologiques, qui sont suppo-
sés comprendre les concepts mathématiques a la base de la méthode, sans étre pour autant
des experts en systémes dynamiques. GNA a été programmé en Java, parce que ce langage
est devenu le standard dans la programmation par objets et il permet de développer de
facon relativement facile une interface graphique, composant critique de GNA. En outre,
la portabilité de Java fait que GNA peut étre utilisé, sans adaptations spécifiques, sur
différentes plates-formes.

L’utilité de la méthode est finalement déterminée par son application & des réseaux
de régulation génique réellement étudiés. Qu’est-ce que la modélisation et la simulation
qualitative pourraient apporter aux biologistes? Afin de répondre & cette question, jai
procédé en deux étapes. Dans un premier temps, la méthode a été validée au travers de son
application & des processus dont le fonctionnement est déja bien connu, comme 'infection
d’une cellule d’Escherichia coli par le bactériophage A et l'initiation de la sporulation
chez Bacillus subtilis. Dans un deuxiéme temps, la méthode est appliquée (en ce moment
méme) a des systémes qui sont pour l'instant moins bien, voire mal compris, et qui sont
activement étudiés aujourd’hui, comme la régulation globale de la transcription chez FE.
coli et Synechocystis PCC 6803, ainsi que I'induction de la voie lytique par une cellule d’F.
coli infectée par le bactériophage Mu.

Les applications choisies concernent uniquement des processus de régulation bactériens.
Méme si la méthode de modélisation et de simulation n’est pas restreinte aux organismes
procaryotes, il me semblait préférable de commencer avec des systémes a prior: moins
compliqués que ceux trouvés chez les organismes eucaryotes. Déja, la modélisation mathé-
matique de réseaux de régulation bactériens — en particulier ceux dont le fonctionnement
est peu compris par les expérimentalistes — représente un grand défi pour la biologie des
systémes. L’analyse de réseaux eucaryotes ajouterait des niveaux de complexité supplé-



1.4. PLAN 17

mentaires, en particulier en ce qui concerne la complexité de la régulation génique et les
interactions entre différentes cellules de 'organisme. Une autre raison pour se focaliser,
au moins dans un premier temps, sur les procaryotes est d’ordre plus pratique : les bio-
logistes avec qui j’entretiens des collaborations, travaillent sur des systémes procaryotes
(chapitre 5).

1.4 Plan

Le mémoire est structuré en six chapitres, ce chapitre d’introduction inclus. A 'excep-
tion des premiers et dernier, chaque chapitre est composé d’une reproduction de quelques
publications, précédée par un court résumé.

Le deuxiéme chapitre est entiérement dédié aux états de ’'art de la modélisation et
de la simulation de réseaux de régulation génique, ainsi que de la simulation qualitative.
Ces études de la littérature m’ont donné des orientations pour le développement de la
méthode de modélisation et de simulation qualitative, décrite en détail dans le troisiéme
chapitre du mémoire. L’implémentation de la méthode dans I'outil informatique GNA est
le sujet du quatrieme chapitre, tandis que son application & ’analyse de I’initiation de la
sporulation chez B. subtilis est présentée dans le cinquiéme chapitre. Dans le sixiéme et
dernier chapitre, je résumerai les résultats obtenus et je les placerai dans un contexte plus
large, esquissant ainsi le programme de mes recherches a court et & moyen terme. Quelques
parties de ce programme sont en cours de réalisation depuis un ou deux ans.

Les appendices de ce mémoire contiennent mon curriculum vitae et une liste de toutes
mes publications depuis ’obtention de mon doctorat en 1998.
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Chapitre 2

Etats de Dart

Ce chapitre contient trois revues de la littérature résumant 1’état de ’art dans deux
domaines directement concernés par le sujet de ce mémoire : d’une part, la modélisation
et la simulation de réseaux de régulation génique, d’autre part, la simulation qualitative.

La premiére revue, parue dans le Journal of Computational Biology en 2002 [9], résume
une dizaine d’approches pour la modélisation et la simulation de réseaux de régulation
génique. Ces approches vont des modéles statiques et déterministes (graphes dirigés) aux
modéles dynamiques et stochastiques (équations stochastiques maitresses). J'avais com-
mencé la revue avec I'idée que sa rédaction ne devait pas prendre trop de temps, vu la
nouveauté supposée du sujet. Cependant, au fil et & mesure que je découvrais la vaste
littérature sur I’analyse mathématique de réseaux de régulation génique, accumulée depuis
les années soixante, I’étendue de la tache m’est apparue clairement. J’ai décidé malgré tout
de continuer & m’investir dans ce travail bibliographique car, si les publications anciennes
sont souvent ignorées dans la littérature récente, beaucoup d’entre elles sont restées per-
tinentes. La conclusion principale de la revue est que la plupart des méthodes existantes
de modélisation et de simulation sont difficiles & appliquer, parce qu’elles ont du mal &
traiter les données sur la régulation génique actuellement disponibles, qui sont incomplétes
et essentiellement qualitatives.

La deuxiéme revue, un chapitre écrit avec J. Geiselmann (Université Joseph Fourier,
Grenoble) pour le livre Informatique pour l’analyse du transcriptome, qui paraitra en 2004
chez Hermés, est d’une portée moins large [13]. Elle se focalise sur la classe de modéles
les plus utilisés pour modéliser et simuler les réseaux de régulation génique : les équations
différentielles ordinaires. Plus précisément, la revue compare les modéles linéaires par mor-
ceaux avec, d’une part, les modéles non linéaires et, d’autre part, les modéles linéaires.
Elle a pour conclusion que les modéles linéaires par morceaux forment un bon compromis
entre I’adéquation empirique des modéles non linéaires et les propriétés mathématiques
favorables des modéles linéaires. Ils sont donc un point de départ prometteur pour le dé-
veloppement d’un méthode de modélisation et de simulation qualitative. Une traduction
anglaise du chapitre paraitra dans le livre Genomic Signal Processing and Statistics, publié
par 'EURASIP [12].

La simulation qualitative est le sujet de la troisiéme revue de ce chapitre. Cette revue
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figure dans la nouvelle édition du livre Modéles et raisonnements qualitatifs, paru chez
Hermés en 2003 [10]. La revue présente les méthodes classiques de simulation qualitative
et met en évidence les problémes qu’elles ont rencontrées, suivi par une discussion de deux
approches alternatives : I’analyse de I’espace de phase et la simulation semi-quantitative.
Je me suis inspiré de la premiére alternative, qui interpréte la simulation qualitative dans
le cadre de la théorie des systémes dynamiques. Les méthodes d’analyse de I'espace de
phase se focalisent sur des classes de systémes pour lesquelles existent des contraintes
fortes sur les comportements possibles. En adaptant a ces contraintes la représentation de
la dynamique du systéme ainsi que les algorithmes de prédiction, ces méthodes essaient de
limiter le nombre de comportements qualitatifs possibles prédits. Une traduction anglaise
de la revue de simulation qualitative a été acceptée par la Knowledge Engineering Review
[11].

J’ai rédigé ou co-rédigé d’autres revues de la littérature, notamment en collaboration
avec J. Geiselmann et D. Thieffry (Université de la Méditerranée, Marseille) ([16, 63| ; voir
I’appendice B pour une liste compléte).
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Chapitre 3

Méthode de modélisation et de
simulation qualitative

Les revues de la littérature du chapitre 2 donnent quelques directions a explorer pour
le développement d’une méthode de modélisation et de simulation de réseaux de régulation
génique adaptée aux données biologiques disponibles aujourd’hui. Notamment, elles sug-
gérent une classe de modéles appropriée — les modéles d’équations différentielles linéaires
par morceaux —, ainsi qu’un cadre informatique pour la prédiction de la dynamique quali-
tative des systémes décrits par cette classe de modéles — la simulation qualitative.

Ce chapitre contient une description détaillée de la méthode de modélisation et de
simulation qualitative que j’ai développée en collaboration avec M. Page (INRIA Rhone-
Alpes et Université Pierre Mendés-France, Grenoble). Il s’agit d’un article qui vient de
paraitre dans le Bulletin of Mathematical Biology [19]. L’article a été précédé par quelques
versions préliminaires, publiées dans les actes des conférences en informatique, comme
I International Joint Conference on Artificial Intelligence [21], 1’ European Conference on
Artificial Intelligence |17, 20| et 1’ International Workshop on Hybrid Systems [18]. Avec le
recul, ces versions étaient limitées par des problémes mathématiques, liés aux discontinuités
dans le membre droit des équations différentielles linéaires par morceaux. Aussi, elles étaient
difficiles & comprendre a cause des problémes conceptuels liés & la nature des abstractions
qualitatives. Ces problémes ont été résolus, en grande partie, dans 1’article repris dans ce
chapitre, grace a une collaboration avec J.-L. Gouzé (INRIA Sophia-Antipolis) et T. Sari
(Université de Haute Alsace, Mulhouse). La collaboration est soutenue par une Action
de Recherche Coopérative (ARC) INRIA (2002-2004) et une Action Concertée Incitative
(ACI) IMPBio (2003-2006).

L’article paru dans le Bulletin of Mathematical Biology montre que, pour la classe
d’équations différentielles linéaires par morceaux considérée, ’espace de phase peut étre
partitionné en régions dans lesquelles le systéme se comporte de fagon qualitativement
homogéne. A chacune des ces régions, nous associons un état qualitatif. Deux états quali-
tatifs peuvent étre reliés par une transition s’il existe une solution, débutant dans la région
correspondant au premier état, qui atteigne la région correspondant au deuxiéme état,
sans passer par une troisiéme région. L’ensemble des états qualitatifs et des transitions
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entre états qualitatifs forme un graphe de transition, dont les chemins représentent les
comportements qualitatifs possibles du systéme.

De facon générale, le graphe de transition associé & un modéle linéaire par morceaux
différe en fonction des valeurs des paramétres. Cependant, nous montrons dans l’article
qu’il est possible de définir une classe de modéles, déterminée par des contraintes d’inégalité
entre paramétres. Sous certaines conditions, pas trop restreignantes, chaque modéle dans
cette classe produit le méme graphe de transition. Nous proposons alors une méthode de
simulation qualitative qui permet de calculer, de fagcon symbolique, le graphe de transition a
partir d'un modéle qualitatif, c’est-a-dire, un modéle d’équations différentielles linéaires par
morceaux assorti des contraintes d’inégalité sur les paramétres.’ La méthode est correcte,
dans le sens ou le graphe de transition est garanti de couvrir tous les comportements
qualitatifs compatibles avec la structure du systéme. La méthode de simulation qualitative
a été implémentée dans 'outil informatique Genetic Network Analyzer (GNA) (chapitre 4).

1Plus précisément, la méthode calcule la partie du graphe de transition atteignable & partir d’un en-
semble d’états qualitatifs initiaux.
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Chapitre 4

Outil informatique

La méthode de modélisation et de simulation qualitative du chapitre 3 a été implé-
mentée en Java dans un outil appelé Genetic Network Analyzer (GNA). Le logiciel a été
réalisé en collaboration avec M. Page et C. Hernandez (INRIA Rhone-Alpes, maintenant
a I'Institut Suisse de Bioinformatique, Genéve). GNA a été déposé auprés de ’APP et
est disponible gratuitement & des fins de recherches pour des utilisateurs académiques
(http ://www-helix.inrialpes.fr/gna). La version actuelle et les version précédentes
ont été distribuées a plus de 100 laboratoires en France et a I’étranger. Le premiér article
reproduit dans ce chapitre, paru dans la revue Bioinformatics en 2003, décrit la version
5.0 de GNA et son utilisation [15].! La version actuelle de GNA, la version 5.5, différe de
la version précédente par le renouvellement de l'interface graphique, appelée Visual GNA.

Afin de pouvoir effectuer une simulation qualitative, GNA a besoin d’un modéle quali-
tatif du réseau — équations différentielles linéaires par morceaux et contraintes d’inégalité
entre paramétres — ainsi qu’un ou plusieurs états qualitatifs initiaux. Dans les versions
précédentes, ces entrées prenaient la forme de fichiers texte. La version actuelle du pro-
gramme, développée par M. Page, permet a 'utilisateur de spécifier le modéle et les états
initiaux au travers de VisualGNA. Le résultat d’'une simulation qualitative est le graphe de
transition resumant la dynamique qualitative du réseau. Visual GNA offre plusieurs possi-
bilités d’analyser les comportements qualitatifs contenus dans ce graphe. Les fonctions du
programme sont détaillées dans la documentation HTML incluse dans la distribution.

'Au moment de la rédaction de ce mémoire, D'article sur GNA figure parmi les sept ar-
ticles les plus consultés sur le site web de Bioinformatics dans les cinq derniéres années
(http ://www3.oup.co.uk/jnls/list/cabios/special/15/default.html).
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Chapitre 5

Applications

La méthode de modélisation et de simulation qualitative, ainsi que son implémentation,
ont été utilisées pour I'analyse de plusieurs réseaux de régulation génique chez les proca-
ryotes. Ces applications ont été réalisées en étroite collaboration avec le laboratoire de J.
Geiselmann (Université Joseph Fourier, Grenoble). Dans ce chapitre, j’ai inclus un article
décrivant les résultats d’une étude de l'initiation de la sporulation chez Bacillus subtilis.
Cet article vient de paraitre dans le Bulletin of Mathematical Biology |14].

Dans des conditions de privation de nutriments, la bactérie du sol Bacillus subtilis peut
abandonner la croissance végétative et former une spore dormante et résistante aux fac-
teurs environnementaux. La décision entre la croissance végétative et la sporulation est
controlée par un réseau de régulation génétique complexe, intégrant divers signaux en-
vironnementaux, signaux du cycle cellulaire et signaux métaboliques. Malgré la quantité
énorme de travaux réalisés pour élucider ce réseau, trés peu de données quantitatives sur
les parameétres cinétiques et les concentrations moléculaires sont disponibles. Nous avons
construit un modéle qualitatif de ce réseau, composé de neuf équations différentielles li-
néaires par morceaux et une soixantaine de contraintes de paramétres, & une exception prés
déterminées par des données biologiques. A partir de ce modéle, nous avons été capables
de reproduire les caractéristiques essentielles du choix entre la croissance végétative et la
sporulation, en particulier le role joué par des boucles de rétroaction positives et néga-
tives. Cette application & un systéme dont le fonctionnement est bien compris, au moins
qualitativement, a permis la validation de la méthode et de ’outil de simulation.

J’ai également construit un modeéle de I'un des réseaux de régulation génique les plus
connus en biologie moléculaire : la décision entre lyse et lysogénie suivant I'infection d’une
cellule d’E. coli par le bactériophage A. Ce modéle, une adaptation du modéle précédem-
ment développé par D. Thieffry [64], n’a pas été publié, mais est utilisé dans les travaux
pratiques sur GNA qui accompagnent mes cours. A I’heure actuelle, la méthode et son im-
plémentation sont utilisées dans notre équipe et dans d’autres équipes — par exemple, 'ETH
a Ziirich [72] — pour analyser des systémes dont le fonctionnement n’est que partiellement
compris (section 6.1).
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Chapitre 6

Discussion

6.1 Reécapitulatif des résultats

Dans ce mémoire, j’ai présenté une approche de modélisation et de simulation de ré-
seaux de régulation génique sur laquelle j’ai travaillé depuis mon arrivée a I'INRIA, fin
1998. La méthode est basée sur deux idées principales : la modélisation de réseaux de ré-
gulation génique par des équations différentielles linéaires par morceaux et la simulation
qualitative des comportements de ces réseaux. Le résultat est une méthode bien adaptée
aux données expérimentales actuellement disponibles, caractérisées par I’absence d’infor-
mations sur les mécanismes biochimiques des interactions et les valeurs numériques des
paramétres (section 1.2). La méthode a une base mathématique solide, développée depuis
le début des années soixante-dix par L. Glass et d’autres [26]|. Elle permet le développe-
ment d’algorithmes de simulation qualitative performants, capables de traiter les réseaux
de régulation génique complexes rencontrés en pratique.

Cependant, ’approche que j’ai présentée dans ce mémoire a un prix. La nature ap-
prochée des modéles, ainsi que le caractére qualitatif des prédictions de la méthode, ont
pour conséquence que certains types de questions restent sans réponse. L’article sur la
modélisation de I'initiation de la sporulation chez B. subtilis, inséré dans le chapitre 5, en
donne des exemples. Il est possible de prédire que la concentration d’une certaine protéine
augmente suite & une perturbation, mais la simulation qualitative ne donne pas de va-
leurs de concentration numériques. Aussi, la graphe de transition spécifie quelles séquences
d’états qualitatifs le systéme peut suivre & partir d’un état initial donné, mais elle ne per-
met pas de déterminer laquelle d’entre elles est la plus probable. Néanmoins, pour des
questions concernant le comportement global d’un réseau de quelques dizaines de génes,
la méthode de modélisation et de simulation qualitative semble un bon compromis entre
validité biologique et applicabilité pratique.

La méthode a été complétement implémentée dans 1’outil Genetic Network Analyzer
(GNA). La disponibilité d’une implémentation est une condition nécessaire pour 1'utilisa-
tion de la méthode lors de I’étude de réseaux complexes. Le choix de Java comme langage
de programmation a permis une conception transparente et modulaire de GNA, et a facilité
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le développement des interfaces graphiques. En outre, la portabilité de Java fait que GNA
tourne sur toutes les plates-formes majeures utilisées, notamment Windows, Linux, Unix et
Macintosh. Le programme est disponible gratuitement pour des utilisateurs académiques
a des fins de recherches non commerciales. Aujourd’hui GNA a été distribué a plus de 100
équipes a travers le monde.

L’implémentation facilite I’application de la méthode, mais elle présuppose néanmoins
que |'utilisateur comprend, au moins globalement, les bases mathématiques de la méthode.
Aussi, l'interface graphique de GNA aide & spécifier les modéles et & interpréter les résul-
tats, mais elle n’a pas été concue pour dissimuler le fait que 'utilisateur s’est engagé dans
un processus de modélisation mathématique : c’est-a-dire, un processus dans lequel il doit
articuler un modéle mathématique du réseau a partir des données biologiques et détermi-
ner la signification biologique des prédictions du simulateur. Ce choix de conception est
délibéré, mais restreint ’utilisation de GNA aux personnes ayant des connaissances de la
modélisation mathématique en biologie.

L’application de GNA & I’analyse des processus de régulation génique bactériens comme
Iinfection d’E. coli par le bactériophage A\, ou bien l'initiation de sporulation chez B.
subtilis, a montré que la méthode est capable de reproduire le comportement qualitatif de
réseaux de régulation génique complexes, mais déja bien compris. Méme si ces résultats sont
confortants, les vrais apports de la modélisation et de simulation & la biologie devraient se
faire ailleurs, dans ’analyse de systémes dont le fonctionnement reste obscur. Cet objectif
n’est que trés rarement atteint dans les projets de modélisation aujourd’hui, a cause de
I’absence des informations précises et quantitatives relevée ci-dessus. L’adaptation de notre
méthode a ces conditions difficiles nourrit I’espoir qu’elle pourra réussir 1a ol les méthodes
traditionnelles ont du mal & s’imposer.

Méme s’il est encore trop tot pour évaluer le bien-fondé de cet espoir, les premiers
résultats des projets de modélisation récemment lancés sont encourageants. Ils concernent
justement des systémes de régulation génique peu compris, comme la régulation globale
de la transcription chez E. coli et Synechocystis PCC 6803. Ma priorité a court terme est
d’avancer dans ces projets, par I'application coordonnée de la modélisation qualitative et
des mesures de la cinétique. Ces activités s’inscrivent dans le cadre d’une collaboration
— commencée en 2000 par un projet inter-EPST Bioinformatique et depuis poursuivie
dans d’autres projets — avec les laboratoires de J. Geiselmann (Université Joseph Fourier,
Grenoble) et de J. Houmard (Ecole Normale Supérieure, Paris). Les activités ont pris
d’ampleur avec 'arrivée de D. Ropers en tant que post-doctorante INRIA fin 2003. GNA
est également utilisé par d’autres personnes, a ’extérieur de notre équipe, pour modéliser
des réseaux de régulation génique [72].

6.2 Extensions de la méthode

Les fonctionnalités de GNA ne couvrent qu’une partie de la démarche de ’analyse
de réseaux de régulation génique résumée dans le chapitre 1 et reproduite ici dans la
figure 6.1. En fait, GNA est essentiellement un simulateur muni d’une interface graphique
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aidant I'utilisateur a entrer les modéles et a interpréter les résultats. L’approche visualisée
dans la figure est plus large et comprend d’autres activités, comme la construction et la
révision des modéles & partir des données expérimentales, ainsi que des connaissances du
domaine, la sélection des expériences discriminatoires et la comparaison des prédictions et
des observations. Dans le cas oul les réseaux & analyser sont complexes, la mise en oeuvre
de la démarche de la figure demande des outils informatiques pour toutes les activités du
cycle, des outils informatiques qui sont intégrés entre eux et avec les outils expérimentaux.
L’évolution de GNA en un environnement informatique intégré pour I’analyse de réseaux de
régulation génique constitue mon programme de recherche & moyen terme. Ici, je tracerai
les contours de ce programme, en mettant en avant les premiéres explorations commencées
ces derniéres années.

systeme
biologique
conditions
expérimentales \ I
choisir les __ conditions _ simuler préedictions observations realls_er les
experiences| expérimentales \ / experiences
I comparer
modeles observations

adéquation des modeéles Y

construire et |«
réviser les | données

modeéles | données expérimentale

connaissances

connaissances

biologiques

F1G. 6.1 — Démarche pour analyser la dynamique de réseaux de régulation génique : ap-
plication coordonnée des outils expérimentaux, mathématiques et informatiques.

Une extension directe des travaux présentés dans ce mémoire serait de mieux caracté-
riser les attracteurs (points d’équilibres et cycles limites) des modéles linéaires par mor-
ceaux. Outre des prédictions des comportements transitoires possibles du systéme (i.e., les
séquences d’états qualitatifs dans le graphe de transition), [’identification des attracteurs
donnerait des informations de grande valeur pour la validation expérimentale d’un modéle.
Dans le cadre d’'une ARC INRIA (2002-2004) et d’'une ACI IMPBio (2003-2006), j’étudie
en collaboration avec R. Casey (INRIA Sophia-Antipolis), J.-L. Gouzé (INRIA Sophia-
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Antipolis) et T. Sari (Université de Haute Alsace, Mulhouse), les attracteurs de modéles
d’équations différentielles linéaires par morceaux, ainsi que la stabilité et le bassin d’at-
traction de ces attracteurs. Les résultats de ces études mathématiques seront utilisés pour
le développement d’algorithmes efficaces, capables de trouver les attracteurs d’'un modéle
de réseau donné. Ces algorithmes seront ensuite implémentés dans un nouveau module de
GNA et mis a I’épreuve dans les applications mentionnées & la fin de la section précédente.

La wvalidation d’un modéle du réseau consiste a évaluer ’adéquation du modéle avec
la réalité biologique. Dans le cas de la méthode de simulation qualitative, la validation
passe par la comparaison du graphe de transition prédit avec les comportements qualitatifs
observés. Plus précisément, il s’agit de vérifier que le graphe de transition généré par
GNA posséde certaines propriétés, notamment qu’il contient un chemin correspondant a
une séquence d’états qualitatifs observés. Dans le cadre de la thése de G. Batt (INRIA
Rhoéne-Alpes et Université Joseph Fourier, Grenoble), nous développons une méthode de
validation qui est basée sur 'utilisation des techniques de « model checking », développées
pour la vérification automatique de systémes de transition |6, 7|. Ce travail est soutenu
financiérement par un projet inter-EPST Bioinformatique (2002-2004). Une exploration
initiale de ’approche de « model checking », en partie effectuée en collaboration avec le
projet VASY de 'INRIA Rhone-Alpes (D. Bergamini, H. Garavel et R. Mateescu) [4, 5],
a donné des résultats tout-a-fait satisfaisants et est actuellement poursuivie de facon plus
approfondie. A terme, ce travail devrait déboucher sur un nouveau module de GNA, capable
de traiter des modéles complexes de fagon efficace, tout en fournissant des garanties sur
I’adéquation des résultats, en particulier la garantie qu'un modéle n’est jamais rejeté a
tort.

La construction et la révision de modéles sont des activités clés dans le schéma de
la figure 6.1. D’habitude, on suppose que la construction et la révision d’un modéle sont
faites a la main, en utilisant des données de la littérature complétées par des hypothéses
plausibles. Cependant, avec I’accumulation des connaissances sur les réseaux d’interactions
moléculaires et la production en masse des données expérimentales, ces activités ont com-
mencé a faire 'objet d’efforts particuliers de développement de méthodes systématiques,
assistées par ordinateur. Globalement, il existe deux approches pour la construction de mo-
deéles |9, 59|. D’une part, ils peuvent étre composés des connaissances sur les composants
moléculaires d’'un systéme de régulation et leurs interactions réciproques. D’autre part,
ils peuvent étre induits & partir des données d’expression et d’autres mesures de la ciné-
tique du systéme. En pratique, les deux approches doivent étre combinées afin de pouvoir
exploiter efficacement la richesse d’informations disponibles.

J’ai commencé a explorer des idées sur l'intégration de la méthode de simulation qua-
litative avec des méthodes pour la construction et la révision de modéles. Dans I'équipe
HELIX a 'INRIA-Rhone-Alpes, A. Morgat et collégues ont développé le systéme GenoEx-
pertBacteria (GEB), pour I'analyse de données génomiques bactériennes, structuré autour
des bases de connaissances sur les composantes de processus métaboliques et géniques et
leurs interactions réciproques (http ://www-geb.inrialpes.fr/). Nous utilisons GEB
dans les projets de modélisation chez E. coli et Synechocystis pour rassembler et exper-
tiser les données de la littérature, et nous étudions la possibilité de connecter GNA et



6.3. VERS DES CELLULES VIRTUELLES 43

GEB plus étroitement. Un des moyens d’obtenir des hypothéses plausibles des interac-
tions entre génes et protéines est d’utiliser des méthodes d’analyse de séquences. M.-F.
Sagot et collégues ont développé 1'outil SMILE [40], qu’ils appliquent pour identifier des
sites de fixation des régulateurs de transcription dans le génome d’E. coli et de Synecho-
cystis. L’induction de modéles & partir des données d’expression fait 'objet d’une étude
exploratoire avec G. Ferrari-Treccate (INRIA Rocquencourt), dans le cadre de ’ARC IN-
RTA mentionné ci-dessus. Nous regardons si et comment la méthode pour I'identification
de modéles d’équations différentielles linéaires par morceaux, développée par G. Ferrari-
Treccate [23|, pourrait étre appliquée dans le contexte de GNA. Ces explorations seront
poursuivies dans le cadre de la thése de Samuel Drulhe (INRIA Rhone-Alpes et Université
Joseph Fourier) et du projet européen Hygeia (2004-2007).

En régle générale, les données disponibles ne permettent pas d’arriver & un seul modéle
du réseau étudié. L’étape de modélisation résulte alors en plusieurs modéles candidats,
reflétant les hypothéses alternatives qui peuvent étre faites. Afin de choisir parmi ces can-
didats, un retour a l’expérimentation est nécessaire, donnant pour résultat de nouvelles
observations et mesures qui permettent de discriminer les modéles et donc les hypothéses
sous-jacentes. Le probléme central est évidemment de minimiser le nombre d’expériences
discriminatoires, étant donné les cotits de leur exécution. I. Vatcheva, dont j’ai co-encadré
(avec N. Mars) la thése a 'Université de Twente (Pays-Bas), dans le cadre d’un projet
PATI Van Gogh (1999-2001), a développé une méthode statistique pour la discrimination
de modéles d’équations différentielles, applicable quand des données numériques précises
sont absentes |73, 74]. Il semble possible d’appliquer cette méthode & I’analyse de réseaux
de régulation génique, mais les travaux dans cette direction n’ont pas encore commencé.

L’intégration des outils informatiques pour toutes ces activités au sein d’un seul sys-
téme, sous forme de nouveaux modules de GNA ou de connections entre GNA et d’autres
logiciels, forme un programme de recherche ambitieux, dont la réalisation sera étalée sur
plusieurs années. Le résultat pourrait ressembler aux systémes d’aide a la découverte que
j’ai envisagés lors de mon M.Sc. de philosophie des sciences et des technologies chez A. Rip
a 1'Université de Twente [22|. Je garde un petit espoir que j’aurai le temps de reprendre
ces réflexions a l'interface de I'informatique et de la philosophie des sciences. Méme si j’ai
di les négliger un peu ces derniéres années, sous la pression d’avancer mon programme de
recherche dans un domaine trés compétitif, elles me sont restées chéres.

6.3 Analyse qualitative de réseaux d’interactions : vers
des cellules virtuelles

Comme cela a été mentionné dans le chapitre 1, le comportement observé d’un orga-
nisme vivant émerge des interactions entre ses composants moléculaires. Méme si dans ce
mémoire, je me suis focalisé sur les réseaux de régulation génique — composés surtout des
interactions entre protéines et acides nucléiques, controlant la transcription et la traduction
des génes — il est clair que la compréhension du fonctionnement d’une cellule entiére passe
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par des modéles combinant la régulation génique avec le métabolisme, la transduction des
signaux et d’autres processus. Plusieurs initiatives visant le développement des modéles
de cellules entiéres, des cellules virtuelles, ont été lancées ces derniéres années, comme
E-CELL [68], Virtual Cell [39], I'« International E. coli Alliance » [31], I’« Alliance for
Cellular Signalling » [55] et les travaux du « Systems Biology Research Group » a I'UCSD
|8, 57, 58].

Toutefois, le bien-fondé des efforts de construire des modéles intégrés des différents pro-
cessus cellulaires ne devrait pas nous amener & une vision naive de la cellule virtuelle, une
vision que F. Rechenmann et moi avons denoncée dans un article écrit pour La Recherche
[52]. En fait, il est parfois avancé que, étant donné les développements de la technologie in-
formatique, le jour arrivera ol des cellules entiéres — voire des organismes multi-cellulaires
entiers — pourraient étre simulés sur le niveau moléculaire, en suivant en parallélle des cen-
taines de milliers de réactions. Cependant, il semble loin d’étre acquis que cette stratégie
de « brute force » — si elle devenait possible un jour — va nous aider a mieux comprendre
le fonctionnement des systémes vivants. En fait, il n’est pas du tout évident de trouver des
patrons significatifs dans les masses de données générées par la simulation d’une cellule
compléte sur le niveau moléculaire.

A mon avis, il serait plus fructueux de ne pas développer l'idée de cellule virtuelle
a partir des capacités actuelles ou prévues de la technologie informatique, mais de com-
mencer par les questions biologiques. En particulier, le point de départ devrait étre que
différentes questions biologiques demandent différents types de modéles, sur différents ni-
veaux d’abstraction. Par conséquent, une cellule virtuelle ne consisterait pas en un seul
modéle détaillé de tous les processus cellulaires, mais plutdot en une hiérarchie de modéles
couvrant différents aspects de la dynamique cellulaire sur différents niveaux d’abstraction.
En passant d’un niveau & un autre, une analyse globale de la structure de régulation du
systéme pourrait alors étre poursuivie par une étude détaillée des mécanismes biochimiques
dans un module de régulation particulier. Si les modéles approchés utilisés dans ce mémoire
se prétent bien au premier type de questions, le deuxiéme type demandera probablement
des modeéles plus fins, par exemple des modéles discrets des réactions biochimiques que 1'on
retrouve dans la simulation stochastique [3, 25].

Les approches qualitatives pour ’analyse de la dynamique cellulaire ont un réle im-
portant & jouer dans la réalisation de cette vision de cellules virtuelles. Une premiére
motivation est bien évidemment que les méthodes numériques classiques sont difficiles a
appliquer aujourd’hui, étant donné I’absence générale des informations quantitatives sur
les valeurs des paramétres cinétiques et des concentrations moléculaires. Cependant, méme
si les techniques expérimentales continuent a se développer a un point ot il sera possible de
mesurer — facilement et avec haute précision — les variables et les paramétres des processus
cellulaires, les méthodes qualitatives ne perdront pas leur intérét. En fait, s’il s’agit de
bien comprendre la relation entre la structure et la dynamique d’un réseau d’interactions,
elles donnent souvent des réponses plus appropriées que les méthodes quantitatives. Les
méthodes qualitatives permettent, par exemple, de vérifier qu'une propriété dynamique
d’un systéme n’est pas dépendante des valeurs précises des parameétres, mais émerge de la
structure d’interactions du réseau sous-jacent.
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Le développement de méthodes qualitatives pour étudier la dynamique d’une cellule
sur différents niveaux d’abstraction, ainsi que l'intégration de ces méthodes dans un en-
vironnement pour l'analyse, voire la synthése, de cellules virtuelles, pose de grands défis
scientifiques a l'interface des mathématiques, de 'informatique et de la biologie. Il s’agit
d’identifier des classes de modéles ayant des propriétés mathématiques favorables a I'ana-
lyse qualitative, de développer des algorithmes de simulation adaptés a ces contraintes,
d’implémenter ces algorithmes dans des outils informatiques conviviaux et d’appliquer ces
outils & des systémes biologiques afin de comprendre comment le développement, le fonc-
tionnement et I’évolution des organismes vivants émergent des interactions entre génes,
protéines, métabolites et autres molécules. Il n’en faudrait pas plus pour faire battre plus
fort le coceur d’un scientifique. . .
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