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Remarques :

1. Le projet étant axé sur l’intégration des aspects informatiques et expérimentaux, nous demandons une contribution aux expérimentations biologiques. Ce financement constitue cependant une part minoritaire du soutien demandé.

2. La demande de financement du post-doc accueilli à l’INRIA n’a pas été incluse dans le tableau.

Résumé

Le grand défi de la biologie fonctionnelle consiste à prédire et à comprendre comment le comportement observé d’un organisme peut émerger d’un réseau d’interactions entre les composantes moléculaires d’une cellule. Outre des méthodes expérimentales à haut débit, des approches mathématiques et bioinformatiques sont indispensables pour analyser les réseaux d’interactions. Dans un projet qui était financé par le Programme Bioinformatique inter-EPST au cours de la période 2000-2002, nous avons utilisé une méthode de modélisation et de simulation qualitative pour étudier le réseau de régulation génique impliqué dans la transduction de signaux par les nucléotides cycliques chez la cyanobactérie Synechocystis PCC 6803. Ici nous proposons une suite logique de ce projet qui sera focalisée sur la validation de modèles de réseaux de régulation génique. Concrètement, nous développerons une méthode générique capable de valider un modèle en comparant les prédictions obtenues par simulation qualitative avec des données d’expression. Cette méthode de validation sera mise à l’épreuve dans une étude de la régulation globale de la transcription chez Escherichia coli et Synechocystis.
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Profil et projet scientifique du post-doc
Dans le cadre du Programme Bioinformatique inter-EPST nous avons déposé le projet « Validation de modèles de réseaux de régulation génique : régulation globale de la transcription chez Escherichia coli et Synechocystis PCC 6803 ». Ce projet s’inscrit dans une collaboration entre bioinformaticiens et biologistes de l’ENS Paris, de l’INRIA Rhône-Alpes et de l’Université Joseph Fourier à Grenoble, ayant pour objectif d’utiliser des méthodes de modélisation et de simulation qualitative pour analyser les réseaux de régulation génique. Concrètement, dans le projet proposé ici nous développerons une méthode de validation de modèles de réseaux de régulation génique, qui permettra de comparer les prédictions obtenues par simulation qualitative avec des données d’expression. Cette méthode sera mise à l’épreuve dans une étude de la régulation globale de la transcription chez Escherichia coli et Synechocystis.


Une des principales activités du projet concerne le développement des modèles mathématiques des réseaux de régulation chez E. coli et Synechocystis, suivi par la simulation du comportement des systèmes bactériens à partir de ces modèles. Il s’agit de recueillir les données biologiques concernant les composantes des réseaux, ainsi que leurs interactions réciproques, disponibles dans la littérature et dans les bases de données publiques. Ces données peuvent être complétées par des hypothèses suggérées par les biologistes participant au projet. À partir des données biologiques, des modèles mathématiques des réseaux seront construits, en précisant la logique de régulation des mécanismes moléculaires impliqués dans le contrôle de la synthèse et de la dégradation de protéines. En utilisant des méthodes de simulation qualitative, complétées par des approches classiques d’analyse de modèles cinétiques, les comportements qualitatifs possibles des systèmes peuvent être prédits. Ces prédictions seront ensuite comparées avec les données d’expression obtenues par les biologistes, afin de valider les modèles ou de suggérer d’éventuelles révisions des hypothèses.

Devant l’importance, la complexité et l’envergure de cette activité de modélisation et de simulation, critique pour la réussite du projet, nous demandons le financement d’un post-doc pour deux ans. Nous cherchons un biomathématicien ou bioinformaticien ayant de bonnes connaissances en modélisation mathématique et en génomique. Une capacité à travailler en équipe et à communiquer avec des scientifiques de disciplines différentes est indispensable. Le post-doc sera accueilli par l’INRIA Rhône-Alpes, tout en travaillant en collaboration étroite avec les biologistes à l’ENS et à l’UJF.

Introduction

Une des caractéristiques les plus remarquables de la biologie moléculaire aujourd’hui est la mise à l’échelle génomique de ses méthodes expérimentales. Le séquençage de génomes complets, impensable il y a vingt ans, est devenu un travail de routine, hautement automatisé et réalisé dans un environnement quasi-industriel (http://igweb.integratedgenomics.com/GOLD/). La miniaturisation des technologies d’hybridation en solution des acides nucléiques marqués à des molécules d’ADN attachées à une surface a produit les puces à ADN, des outils pour mesurer le niveau d’expression des gènes (Lockhart et Winzeler, 2000). Le développement des méthodes protéomiques basées sur l’électrophorèse bidimensionnelle, la spectrométrie de masse et le système double-hybride permet l’identification des protéines et leurs interactions à l’échelle de génomes entiers (Pandey et Mann, 2000). 

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 gènes, les protéines, les métabolites et d’autres molécules, dressant ainsi la structure des réseaux biochimiques. D’autre part, elles détectent l’évolution de l’état de la cellule, c’est-à-dire les variations de la concentration et de la localisation des différents composants moléculaires au cours du temps, en fonction des changements dans le milieu. Le grand défi de la biologie fonctionnelle ou la biologie des systèmes (« systems biology ») consiste à mettre en relation ces données structurales et dynamiques afin d’arriver à une interprétation globale du fonctionnement d’un organisme (Kitano, 2002). Il s’agit de prédire et comprendre comment le comportement observé d’un organisme – l’adaptation à son milieu, la différenciation cellulaire lors de son développement, voire son évolution sur des périodes plus longues – peut émerger de l’ensemble des interactions moléculaires.

Outre des méthodes expérimentales à haut débit, des approches mathématiques et bioinformatiques sont indispensables pour analyser les réseaux biochimiques. À cause du grand nombre de composantes d’un réseau, connectées par des boucles de rétroaction positive et négative, une compréhension intuitive de la dynamique du système est souvent difficile, voire impossible à obtenir. La modélisation et la simulation par ordinateur peuvent contribuer à l’élucidation d’un réseau d’interactions en permettant au biologiste de tester un nombre plus restreint d’hypothèses plausibles. La formulation de modèles mathématiques nécessite une description préalable, explicite et non ambiguë, des hypothèses faites concernant les mécanismes de régulation. D’autre part, la simulation à partir de ces modèles génère des prédictions sur le comportement de la cellule, qui peuvent être vérifiées expérimentalement. 

Nous avons mis en œuvre une partie de cette approche dans le cadre d’un projet financé par le Programme Bioinformatique inter-EPST au cours de la période 2000-2002 : « Modélisation et simulation de réseaux de régulation génique : la transduction des signaux par les nucléotides cycliques chez la cyanobactérie Synechocystis PCC 6803 ». Nous avons identifié des constituants du réseau intervenant dans la transduction des signaux par les nucléotides cycliques chez Synechocystis ainsi que chez la bactérie Escherichia coli. Ces informations ont ensuite été intégrées dans des modèles mathématiques du réseau. En utilisant une méthode de simulation de réseaux de régulation génique (de Jong et al., 2002abcd), capable de traiter des modèles incomplets et qualitatifs, la réponse de la bactérie à des perturbations physiologiques et génétiques a été simulée. Parallèlement, nous avons mis en place des outils pour mesurer le niveau d’expression des gènes par deux techniques : la PCR quantitative et les puces à ADN. 

Le projet présenté ci-dessus était focalisé sur la modélisation et la simulation du réseau de régulation d’une part et sur l'acquisition des données d’expression d’autre part. Même si les préparations nécessaires sont maintenant achevées, l’intégration des aspects expérimentaux et computationnels n’a pas été abordée sérieusement jusqu’à présent. Nous proposons ici un nouveau projet, constituant une suite logique du précédent, dans lequel seront étudiés les aspects théoriques et pratiques de la validation de modèles de réseaux de régulation génique. Nous développerons une méthode générique capable de valider un modèle en comparant les prédictions obtenues par simulation qualitative avec les données d’expression. L’implémentation de cette méthode sera intégrée avec celle de la méthode de simulation au sein de l’outil Genetic Network Analyzer (GNA) (de Jong et al., 2002b ; Hernandez et al., 2002 ; http://www-helix.inrialpes.fr/gna).  Comme les versions précédentes, la nouvelle version de GNA sera mise à la disposition de la communauté scientifique. 

La méthode de validation sera mise à l’épreuve dans une étude de la régulation globale de la transcription chez E. coli et Synechocystis. Dans le projet précédent nous nous sommes focalisés sur la partie du réseau autour du facteur de transcription CRP (« cAMP receptor protein ») chez E. coli (Botsford et Harman, 1992 ; Harman, 2001) et son homologue SYCRP1 chez Synechocystis (Yoshimura et al., 2000), des régulateurs centraux de la transduction de signaux par les nucléotides cycliques. La portée du projet proposé ici sera élargie pour inclure une dizaine à vingtaine de régulateurs globaux de la transcription, comme Fis, H-NS, Lrp, RpoS, etc. chez E. coli, ainsi que leurs interactions réciproques (Chatterji et Ojha, 2001 ; Hengge-Aronis, 2000 ; McLeod et Johnson, 2001).  La régulation globale de la transcription étant beaucoup moins connue dans le cas de Synechocystis, l’analyse du réseau chez E. coli peut suggérer des interactions analogues chez Synechocystis, une stratégie déjà adoptée dans le projet précédent. Afin de pouvoir valider les modèles construits à partir des données biologiques, nous mesurerons le comportement de la bactérie (type sauvage et mutants) sous différentes conditions génétiques et physiologiques. L'acquisition de données globales d'expression, ainsi que des données plus précises concernant les connexions entre les régulateurs globaux d’une part, et entre ces régulateurs globaux et des processus cellulaires comme le métabolisme et la topologie de l’ADN d’autre part, sera entrepris en collaboration avec des partenaires en Allemagne, en Angleterre, en Hongrie et aux Etats-Unis.
Dans la deuxième section de la proposition, nous discuterons la problématique de la validation, dans le contexte de la méthode de modélisation et de simulation adoptée. La troisième section introduit la problématique biologique, résumant les connaissances actuelles de la régulation globale de la transcription chez E. coli et Synechocystis. Les différentes activités et le calendrier du projet sont présentés dans la quatrième section, suivis par un récapitulatif des principales contributions bioinformatiques et biologiques dans la section finale.

1. Validation de modèles de réseaux de régulation

1.1 Modélisation et simulation de réseaux de régulation génique

La modélisation et la simulation de réseaux de régulation génique sont soumises à deux contraintes importantes (de Jong, 2002). Premièrement, les mécanismes des réactions biochimiques impliquées dans les interactions du réseau ne sont souvent pas bien connus. Ceci implique que des modèles cinétiques complets, comme celui présenté pour l'infection d'une bactérie hôte par le phage ( (McAdams et Shapiro, 1995), ne peuvent pas être construits. Une deuxième contrainte vient de l'absence générale d’informations quantitatives sur les paramètres cinétiques et les concentrations moléculaires. Par conséquent, les méthodes traditionnelles de l'analyse numérique sont difficiles à appliquer. 

La méthode de simulation qualitative de réseaux de régulation génique développée par H. de Jong et M. Page à l'INRIA Rhône-Alpes (de Jong et al., 2002cd) est capable de satisfaire les deux contraintes relevées ci-dessus. Suivant les propositions de biomathématiciens (Glass et Kauffman, 1973 ; Mestl et al., 1995 ; Snoussi, 1989), les réseaux sont modélisés par une classe d'équations différentielles linéaires par morceaux (LPM). Les variables d'état dans les modèles LPM correspondent aux concentrations des protéines codées par les gènes du réseau, tandis que les équations différentielles représentent les interactions par lesquelles certaines protéines influencent la synthèse et la dégradation d'autres. Les interactions régulatrices sont modélisées par des fonctions en escalier, justifiées par l'observation que l'activation d'un gène, en fonction de la concentration en protéine régulatrice, suit souvent une sigmoïde à forte pente. Sur le plan formel, les modèles LPM sont apparentés aux modèles logiques asynchrones proposés par Thomas et collègues (Thomas et al., 1995).

Au lieu de donner des valeurs numériques aux paramètres, la  méthode de simulation qualitative utilise avec le modèle LPM des relations d'inégalité entre paramètres. Ces dernières ont une interprétation biologique claire et peuvent être inférées des données disponibles dans la littérature. D'une part, les inégalités entre paramètres divisent l'espace de phase en régions correspondant aux états qualitatifs du système. D'autre part, elles permettent de déterminer des transitions possibles entre les états qualitatifs en exploitant la forme mathématique simple des modèles LPM. La simulation qualitative consiste en la génération de tous les états qualitatifs atteignables par une ou plusieurs transitions à partir d'un état initial donné. Les résultats d'une simulation sont produits sous forme d'un graphe de transition, composé par des états qualitatifs et des transitions entre états qualitatifs. Les chemins dans le graphe de transition représentent les comportements qualitatifs possibles prédits par le simulateur (de Jong et al., 2002d).

L'implémentation de la méthode a été réalisée en Java 1.3 dans un outil appelé GNA (Genetic Network Analyzer) (de Jong et al., 2002b ; Hernandez et al., 2002). Les entrées de GNA se composent des fichiers d'entrées contenant le modèle qualitatif du réseau (équations différentielles et inégalités entre paramètres) et l'état qualitatif initial. À partir de ces informations, le programme produit un graphe de transitions. GNA est muni d'une interface graphique permettant de visualiser le réseau de régulation génique décrit par le modèle, ainsi que d'analyser les prédictions du comportement contenues dans le graphe de transitions. GNA est disponible gratuitement à des fins de recherches pour des utilisateurs académiques (http://www-helix.inrialpes.fr/gna). 

GNA a été utilisé pour modéliser et simuler des processus de régulation bactériens bien étudiés, notamment l'initiation de la sporulation chez Bacillus subtilis (de Jong et al., 2002a). En utilisant la méthode, nous avons été capables de reproduire les caractéristiques essentielles du choix entre la croissance végétative et la sporulation, en particulier le rôle joué par des boucles de rétroaction positives et négatives. Nous avons également commencé l'application de la méthode à des systèmes de régulation génique dont le fonctionnement est pour l'instant moins bien compris, comme la décision entre lyse et lysogénie suivant l'infection d'une cellule hôte par le bactériophage Mu (Ranquet et al., 2002). Cette démarche sera poursuivie dans le cadre du projet proposé ici, en se focalisant sur le réseau de la régulation globale de la transcription chez E. coli et Synechocystis.

1.2 Validation de modèles de réseaux de régulation génique

La validation d’un modèle du réseau consiste à évaluer l'adéquation du modèle avec la réalité biologique. Dans le cas de l'approche qualitative résumée dans la section précédente, la validation passe par la comparaison du graphe de transition prédit avec les comportements qualitatifs observés. L'acquisition des données nécessaires pour valider un modèle est facilitée par le développement des nouvelles techniques génomiques permettant de mesurer à grande échelle le profil temporel de l'expression des gènes (Lockhart et Winzeler, 2000), ainsi que l'évolution de la quantité des protéines dans une cellule (Pandey et Mann, 2000). La précision quantitative de ces techniques étant encore limitée, les données obtenues sont bien adaptées aux prédictions qualitatives du simulateur. En fait, les résultats des expériences peuvent être reformulés sous forme de séquences d'états qualitatifs observés du système. Par conséquent, la validation de modèles se résume à vérifier que chaque séquence d'états qualitatifs observés correspond à un comportement qualitatif inclus dans le graphe de transition.

Une première exploration de cette idée a été effectuée par G. Batt lors de son stage de DEA à l'INRIA. Il a formulé des critères pour qu'une séquence d'états observés d'un système corresponde à un comportement prédit dans le graphe de transition, faisant référence à la compatibilité d'états, d'une part, et à la compatibilité de transitions entre états, d'autre part (Batt, 2002). Si une séquence d'états observés satisfait ces critères, et donc correspond à un comportement prédit, le modèle est considéré valide, au moins jusqu'à l'arrivée de nouveaux résultats expérimentaux. Par contre, si l'un de ces critères est violé, le modèle est invalidé par les observations. Cette dernière conclusion repose sur la propriété que le graphe de transition prédit par le simulateur contient l’ensemble des comportements qualitatifs possibles impliqués par le modèle qualitatif du réseau (de Jong et al., 2000d).

Formulée de cette manière, la validation de modèles de réseaux de régulation génique ressemble à des problématiques dans d’autres domaines, en particulier le diagnostic à base de modèles (Hamscher et al., 1992 ; Travé-Massuyès et al., 1997) et la vérification automatique de systèmes (Bérard et al., 2001). En s’inspirant des méthodes utilisées pour ces problématiques voisines, nous développerons dans le cadre du projet proposé ici une méthode de validation adaptée aux modèles traités par le simulateur qualitatif, ainsi que l’implémentation de cette méthode dans un nouveau module de GNA. La méthode de validation devra être capable de traiter de grands modèles complexes d’une façon efficace. En outre, elle devra fournir des garanties sur l’adéquation de ces résultats, en particulier la garantie qu’un modèle n’est jamais invalidé à tort.

2. Régulation globale de la transcription chez E.coli et Synechocystis

La compréhension du fonctionnement d’un organisme passe par l’élucidation du réseau d’interactions entre ses gènes, ses protéines et ses molécules messagères. Une telle compréhension de l’ensemble de l’organisme permettra de modifier efficacement ses propriétés. Pour les micro-organismes, par exemple, il s’agit de trouver de nouvelles cibles d’antibiotiques, d’augmenter le rendement d’une voie métabolique particulière ou de modifier l’interaction d’un pathogène avec son hôte. Les bactéries constituent des systèmes modèles idéaux, parce que leur manipulation génétique est facile et parce qu'une très grande partie du réseau de régulation concerne le contrôle transcriptionnel, facilement mesurable par des puces à ADN. Nous proposons ici d’analyser le réseau impliqué dans la régulation globale de la transcription chez deux bactéries – Escherichia coli et Synechocystis PCC 6803 –, en utilisant les méthodes de modélisation, simulation et validation présentées dans la section précédente.

2.1 Réseaux de régulation chez E. coli
Escherichia coli est probablement la bactérie la mieux étudiée et la génétique moléculaire des dernières décennies a pu définir bon nombre des composantes du réseau considéré, ainsi que des interactions entre ces composantes. Dix à vingt régulateurs, que nous appelons régulateurs globaux, assurent la coordination globale de l'organisme (Chatterji et Ojha, 2001 ; Hengge-Aronis, 2000 ; McLeod et Johnson, 2001). Les interactions entre ces régulateurs constituent donc la charpente des réseaux de régulation génétique, qui permettent à un organisme non seulement de s’adapter aux changements de son environnement, mais également une adaptation évolutive à plus long terme. Dans le cadre de ce projet nous analyserons le réseau de régulation globale chez E. coli en comparant les prédictions des simulations avec des données expérimentales.

L’essentiel des informations sur la connectivité d’un réseau de régulation provient des perturbations de l’organisme. Ces perturbations sont de nature physiologique (source de nourriture, phase de croissance, etc.) ou de nature génétique (mutations, surexpression, etc.). Dans le laboratoire de J. Geiselmann (UJF), nous avons créé une collection de mutants d'E. coli portant des délétions d'une dizaine de régulateurs globaux (Geiselmann, non publié). Jusqu'à présent cette collection comprend les gènes crp, hns, ihf, fis, relA, spoT, dps et rpoS. La stratégie de mutagenèse permet de combiner les mutations simples pour créer des mutations multiples. Un autre avantage décisif de la collection est que les souches sont absolument isogéniques. Les souches mutantes classiques, étant propagées au laboratoire pendant des années, accumulent des mutations compensatrices, modifiant ainsi le réseau de régulation et rendant l'analyse comparative plus difficile.

Cette plasticité des réseaux de régulation au cours de l'évolution peut être exploitée à notre avantage. Les légères variations du réseau de régulation fournissent des informations sur les parties du réseau qui peuvent être modifiées ou qui peuvent se compenser mutuellement. Nous avons exploité cette caractéristique en introduisant les délétions des régulateurs globaux dans quatre souches différentes. Deux de ces souches sont des descendants de la première souche (E. coli B) après 20.000 générations de croissance en milieu contrôlé (Lenski et al., 1991 ; Schneider et al., 2000). La quatrième souche représente une autre souche d'E. coli étudiée largement, appelée K12.

Les connaissances actuelles du réseau nous permettront de cibler un petit nombre de régulateurs particulièrement importants. Dans la modélisation et dans les expériences qui suivront pour tester les prédictions des modèles, nous nous focaliserons sur ces gènes clés, ainsi que sur les gènes proches dans le réseau de régulation et quelques gènes représentant les fonctions majeures de la cellule. Cette stratégie permet de se concentrer sur des questions importantes et de réduire considérablement le coût des expériences, en utilisant des puces à ADN contenant moins de 100 gènes pour la plupart des mesures.

2.2 Réseau de régulation chez Synechocystis
Chez E. coli nous pouvons perturber le réseau par des mutations et nous pouvons observer les conséquences de fines modifications du réseau au cours de 20.000 générations d'évolution expérimentale. Cependant, il sera très difficile chez E. coli d'obtenir une série temporelle d'observations représentant des transitions entre états successifs. Cet outil expérimental sera obtenu grâce à la cyanobactérie Synechocystis PCC 6803. 

Synechocystis est un organisme qui sert de modèle pour les chloroplastes et, par conséquent, pour une partie importante du règne végétal (McFadden, 1999). Comme chez E. coli nous pouvons perturber le réseau par des mutations, mais Synechocystis procure des avantages uniques:

1. Il est facile de synchroniser une culture de Synechocystis. La bactérie possède un cycle circadien qui affecte tous ses gènes (Liu et al., 1995), de sorte qu’une croissance de la culture sous un cycle lumière-obscurité permet de synchroniser les cellules. Ceci facilite énormément l'étude de la transmission du signal à travers un réseau d'interactions. Dans une culture non synchronisée d'E. coli, par exemple, on ne peut mesurer que la moyenne des signaux, alors que c'est précisément la succession des variations de l'expression des gènes qui renseigne sur les connexions à l'intérieur du réseau.

2. Un signal physiologique, l'heure de la journée, est transmis à tous les gènes et a des conséquences sur l'ensemble de l'organisme. En d'autres termes, cette perturbation se propage à travers le réseau entier des interactions et permettra de sonder toutes les connexions.

Les laboratoires de J. Geiselmann (UJF) et de J. Houmard (ENS) ont commencé à identifier et à caractériser plusieurs composantes du réseau de régulation globale de la transcription de cette bactérie (Ochoa de Alda et al., 2000 ; Ochoa de Alda et Houmard, 2000). Les donnés actuelles sur Synechocystis étant rares, ces régulateurs sont identifiés par homologie avec des protéines bien caractérisées chez E. coli et d'autres bactéries. Bien que certains détails diffèrent entre ces organismes, l’organisation globale du réseau est conservée. Notre liste de régulateurs clés inclut les cinq facteurs sigma, deux homologues de CRP, deux nucléotide cyclases et phosphodiestérases et l’homologue de SpoT, impliqué dans l’hydrolyse et la synthèse de ppGpp, une molécule messagère essentielle. Nous avons inactivé la plupart de ces gènes et commencé une caractérisation phénotypique. Par exemple, pour les facteurs sigma nous avons commencé à étudier leur expression en fonction de l'heure de la journée dans la souche sauvage et les souches mutées dans chacun des facteurs sigma (Geiselmann, non publié). 

L'étude de la transcription des facteurs sigma a été effectuée par la méthode de PCR quantitative. Cette technique permet d'obtenir des informations quantitatives assez précises sur la concentration des différents ARNm dans la cellule. Cependant, le nombre de gènes qu'on peut ainsi analyser est limité. Nous avons donc également construit une puce à ADN comportant 400 gènes de Synechocystis sélectionnés sur deux critères: (i) d'être potentiellement impliqué dans des régulations (c'est-à-dire, d’être homologues de gènes qui fonctionnent comme régulateurs dans d'autres organismes) ou (ii) d'être représentatifs des fonctions majeures de la cellule (telle la réplication, la traduction, la biosynthèse de différents composants de la cellule, etc.). Cette puce est maintenant fonctionnelle et disponible au laboratoire.

Notre objectif final est d’arriver, dans un processus itératif de modélisation et d’expérimentation, à l’identification du réseau de la régulation globale de la transcription chez Synechocystis, sur la base des composantes et des interactions caractérisées chez d’autres organismes, E. coli en particulier. Les mesures de la variation temporelle de la concentration des ARNm des gènes sélectionnés seront utilisées, d’une part, pour vérifier les prédictions obtenues par simulation à partir des modèles du réseau et, d’autre part, pour suggérer de nouvelles hypothèses si un modèle est invalidé par les données.

3. Déroulement du projet

3.1 Développement de la méthode de validation de modèles

La validité d’un modèle de réseau est établie en comparant les graphes de transition générés par simulation qualitative avec les comportements qualitatifs observés dans des expériences. Le développement d’une méthode de validation sera réalisé dans le cadre de la thèse de G. Batt à l’INRIA Rhône-Alpes, soutenue par une allocation couplée de l’ENS Lyon. La thèse est co-dirigée par H. de Jong et F. Rechenmann (INRIA Rhône-Alpes).

Afin de vérifier qu’une séquence d’états qualitatifs est incluse dans un graphe de transition, nous développerons des algorithmes de parcours de graphe. Étant donné que les graphes de transition générés pour les modèles des réseaux étudiés dans ce projet peuvent être de grande taille (103-104 états), la complexité des algorithmes sera un critère de toute première importance. En outre, les algorithmes devront posséder la propriété suivante : si une séquence d’états correspond à un comportement qualitatif dans le graphe de transition, cette correspondance devra toujours être déterminée. Nous explorerons des approches basées sur la génération préalable du graphe de transition, complet ou réduit par abstraction, ainsi que des approches procédant par extension incrémentale du graphe, en fonction de l’avancement du processus de validation. Le développement des algorithmes sera guidé par des travaux sur la supervision de systèmes dans le diagnostic à base de modèles (Hamscher et al., 1992 ; Travé-Massuyès et al.,  1997) et sur le « model checking » dans la vérification automatique de modèles (Bérard et al., 2001 ; Clarke et al., 1999).

3.2 Modélisation et simulation des réseaux de régulation chez E. coli et Synechocystis
Les réseaux de régulation génique gouvernant les réponses d’E. coli et de Synechocystis aux carences ou aux autres stress environnementaux peuvent être décrits par des modèles qualitatifs sous forme d’équations différentielles LPM complétées par des inégalités entre paramètres. La simulation à partir de ces modèles donne des prédictions des comportements qualitatifs possibles de la cellule. Devant l’importance et l’envergure de cette activité, critique pour la réussite du projet, nous demandons le financement d’un post-doc pour la modélisation et simulation des réseaux de régulation génique. Le post-doc sera accueilli par l’INRIA Rhône-Alpes, tout en travaillant en collaboration étroite avec les biologistes à l’ENS et à l’UJF. 

Il s’agit de recueiller les données biologiques sur les composantes des réseaux et leurs interactions réciproques disponibles dans la littérature et dans les bases de données publiques. Ces données seront complétées par des hypothèses suggérées par les biologistes participant au projet, ainsi que des hypothèses obtenues par l’utilisation des outils bioinformatiques (voir ci-dessous). Afin d’avoir facilement accès à ces données, elles seront gérées dans des bases de connaissances, en particulier les bases développées par A. Morgat et A. Viari dans le projet « Panoramix », financé dans le cadre du Programme Bioinformatique inter-EPST (2001-2003). À partir des données biologiques, des modèles mathématiques des réseaux seront construits, en précisant la logique de régulation des mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation génique et la protéolyse (de Jong et al., 2002a). Comme dans le projet précédent, concernant une partie des réseaux étudiés dans ce projet, nous comptons exploiter des analogies potentielles entre la régulation globale de la transcription chez E. coli et Synechocystis. Le comportement des systèmes de régulation sous différentes conditions physiologiques et génétiques sera simulé avec GNA, afin d’obtenir des prédictions sur les comportements qualitatifs possibles du système.

L’intérêt de la modélisation mathématique, en particulier quand il s’agit des réseaux de régulation qui ne sont connus que partiellement, consiste en la possibilité d’inclure des composantes et des interactions hypothétiques dans les modèles, comme par exemple dans le cas des facteurs sigma chez Synechocystis (section 3.2). La simulation à partir de ces modèles génère des prédictions, qui peuvent être vérifiées expérimentalement. Un des moyens d’obtenir des hypothèses plausibles des interactions entre gènes et protéines est d’utiliser des méthodes d’analyse de séquences (comme illustré par Ochoa de Alda et Houmard (2000) pour le cas de Synechocystis). Dans le cadre du projet proposé ici, M.-F. Sagot et S. Provencher (INRIA Rhône-Alpes) utiliseront l’outil SMILE (Marsan et Sagot, 2000) pour identifier des sites de fixation des régulateurs de transcription dans le génome d’E. coli et de Synechocystis.

3.3 Acquisition des données d’expression

L'acquisition des données biologiques fait appel à la disponibilité de mutants et à la mesure de l'expression de gènes par des puces à ADN. C'est une activité centrale des deux laboratoires biologiques qui implique toutes les personnes mentionnées dans la partie administrative du projet. Le projet étant axé sur l’intégration des aspects informatiques et expérimentaux, nous demandons un soutien financier aux expérimentations biologiques. Ce financement constitue cependant une part minoritaire dans la subvention demandée.

Le matériel biologique (la collection de mutants) pour démarrer le projet est construit et d'autres mutants sont en cours de réalisation. Les premières mesures de transcription chez E. coli ont été réalisées à l'aide de membranes commerciales contenant tous les gènes de la bactérie. Pour la plupart des expériences dans ce projet nous utiliserons cependant des filtres faits sur mesure,  fabriqués avec la technologie des oligonucléotides longs et contenant environ 70 gènes sélectionnés. Chez Synechocystis nous avons commencé la mesure de l'expression des facteurs sigma en fonction du cycle circadien par PCR quantitative. Nous disposons maintenant d’une puce à ADN faite entièrement dans notre laboratoire contenant 400 gènes bien sélectionnés de cette bactérie. L'utilisation de cette puce supplantera la PCR quantitative sauf dans les cas où une mesure très précise est requise. Les instruments nécessaires pour lire les puces à ADN sont disponibles au laboratoire.

Les données d'expression seront complétées par des mesures des taux d'AMPc et de ppGpp (les deux molécules messagères les plus importantes chez E. coli et Synechocystis) et de la superhélicité de l'ADN (un facteur important de la régulation globale). Dans des cas précis, nous pouvons mesurer la concentration de certaines protéines par des Western blots. Pour E. coli, nous disposons d'anticorps dirigés contre la plupart des gènes dans notre liste de régulateurs et pour Synechocystis nous disposons d'anticorps dirigés contre les facteurs sigma.
Le traitement statistique des données et l'extraction des signaux les plus révélateurs seront assurés par les compétences à l'INRIA Rhône-Alpes (O. Martin) et à l'Université Joseph Fourier (L. Trilling). 

3.4 Validation des modèles des réseaux de régulation chez E. coli et Synechocystis
Les activités résumées dans les sections précédentes convergent vers la validation des modèles des réseaux de régulation chez E. coli et Synechocystis. L’implémentation de la méthode de validation, intégrée dans GNA, sera utilisée pour comparer les prédictions de la réponse des bactéries aux perturbations physiologiques et génétiques avec les données d’expression obtenues dans le laboratoire. Puisque les aspects informatiques et biologiques convergent vers la validation des modèles, cette activité impliquera, à un degré plus au moins élevé, tous les participants au projet.

La validation donnera une indication de la complétude du modèle, dans le sens où elle indiquera si les composantes et les interactions actuellement connues, complétées par des hypothèses plausibles, permettent d’expliquer les comportements observés. Selon toute vraisemblance, les premiers modèles des réseaux de régulation chez E. coli et Synechocystis montreront des lacunes. Pour certaines perturbations, les prédictions de la réponse des bactéries ne correspondront pas avec les variations temporelles de l’expression de gènes mesurées. Les résultats de la validation seront étudiés pour en déduire des indications sur les révisions à apporter aux modèles, en ajoutant de nouvelles interactions entre les composantes ou même de nouvelles composantes. Ainsi, tout en étant un test des hypothèses biologiques formalisées dans les modèles, la validation marque également le point de départ d’une nouvelle étape de modélisation, de simulation, et d’expérimentation. En alternant ces activités, nous comptons converger vers des modèles pertinents du réseau.

3.5 Calendrier du projet

Le projet est planifié sur deux ans. Dans la première année du projet une première version de la méthode de validation sera mise au point et les modèles initiaux des réseaux de régulation seront développés. Au cours de cette année, les données d’expression chez E. coli et puis chez Synechocystis deviendront disponibles. Dans la deuxième année du projet, les prédictions obtenues à partir de ces modèles seront confrontées avec les observations. En fonction des résultats de la validation, les hypothèses sur lesquelles les modèles sont basés peuvent être remises en question et révisées. Les résultats guideront également, si nécessaire, l’amélioration de la performance de la méthode de validation, en identifiant les goulots d’étranglement pour sa mise à l’échelle. Également dans la deuxième année, l’acquisition des données d’expression continue pour de nouvelles souches mutantes, afin de tester les prédictions des modèles adaptés après les premiers résultats.
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4. Contributions et perspectives

La biologie moléculaire a remporté de grands succès en permettant de disséquer les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de l’expression génique. Cependant, cette analyse du détail n’apporte que très peu de renseignements sur le fonctionnement global d’un organisme, parce que la majeure partie des propriétés intéressantes émerge des interactions entre ses composantes moléculaires. Dans le cadre du projet « Modélisation et simulation de réseaux de régulation génique : la transduction des signaux par les nucléotides cycliques chez la cyanobactérie Synechocystis PCC 6803 », financé par le Programme Bioinformatique inter-EPST (2000-2002), nous avons montré comment des outils de modélisation et de simulation peuvent contribuer à l’analyse d’un réseau d’interactions. Ici nous proposons une suite logique de ce projet. Nous développerons une méthode générique capable de valider un modèle de réseau, en comparant les prédictions obtenues par simulation avec des données d’expression. Cette méthode sera appliquée dans une étude de la régulation globale de la transcription chez E. coli et Synechocystis.

Traditionnellement, l’un des grands problèmes de la modélisation mathématique en biologie moléculaire est le manque de données expérimentales pour tester les prédictions de modèles. La mise à l’échelle génomique des méthodes expérimentales, par exemple des outils pour mesurer le niveau d’expression de gènes, promet de changer cette pénurie de données pertinentes pour la modélisation. La première contribution majeure du projet est le développement d’une méthode permettant d’exploiter ces données d’expression pour tester de façon systématique des hypothèses explicitées sous forme de modèles mathématiques. Cette méthode de validation de modèles,  basée sur des techniques développées dans d’autres domaines, notamment le diagnostic à base de modèles et la vérification automatique de modèles, sera intégrée dans GNA, un outil pour la modélisation et la simulation qualitative librement disponible.

L’approche proposée ici est différente de la plupart des méthodes actuelles utilisant des données d’expression pour analyser les réseaux de régulation génique (D’haeseleer et al., 2000 ; Friedman et al., 2000). Au lieu d’essayer d’induire un modèle à partir des séries temporelles de mesures de l’expression des gènes, le « reverse engineering » des réseaux de régulation génique, nous proposons une approche basée sur la construction de modèles à partir des connaissances biologiques, suivie par une vérification expérimentale des prédictions. Cette dernière approche est pour l’instant plus réaliste, étant donné les grandes quantités de données d’expression nécessaires pour le reverse engineering de réseaux non triviaux. Cependant, une perspective à moyen terme pourrait être de combiner les deux approches, l’induction à partir de données et la déduction à partir d’hypothèses (de Jong, 2002). 
La deuxième contribution majeure du projet est le développement de modèles des réseaux d’interactions impliqués dans la régulation globale de la transcription chez E. coli et Synechocystis. En appliquant d’une façon coordonnée des outils expérimentaux et informatiques, notre objectif est d’obtenir des modèles intelligibles d’un point de vue biologique et qui reflètent les données expérimentales. Ces modèles aideront à comprendre comment la réponse des bactéries à des perturbations physiologiques et géniques émerge d’un réseau d’interactions entre régulateurs globaux. À cause de la taille et de la complexité des réseaux, une vue globale du fonctionnement de ces systèmes d’adaptation n’existe pas encore. Les résultats des analyses réalisées dans ce projet peuvent ouvrir la voie au développement de modèles plus généraux, décrivant les mécanismes essentiels pour la coordination des fonctions majeures de la cellule procaryote.
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