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Résumé

Cette thése consiste a étudier 'organisation du systéme de controle des voies métabo-
liques des bactéries afin de dégager des propriétés systémiques révélant son fonctionne-
ment. Dans un premier temps, nous montrons que le controle des voies métaboliques est
hautement structuré et peut se décomposer en modules fortement découplés en régime
stationnaire. Ces modules possédent des propriétés mathématiques remarquables ayant
des conséquences importantes en biologie. Cette décomposition, basée intrinséquement
sur la vision systéme de I’Automatique, offre un cadre théorique formel général d’ana-
lyse du controle des voies métaboliques qui s’est révélé effectif pour analyser des données
expérimentales.

Dans un deuxiéme temps, nous nous intéressons aux raisons possibles de 1’émergence
de cette structure de controle modulaire. Nous identifions un ensemble de contraintes
structurelles agissant au niveau de la répartition d'une ressource commune, les protéines,
entre les processus cellulaires. Respecter ces contraintes pour un taux de croissance donné
conduit a formaliser et résoudre un probléme d’optimisation convexe non différentiable,
que nous appelons Resource Balance Analysis. Ce probléme d’optimisation se résout
numériquement, a 1’échelle de la bactérie grace a un probléme de Programmation Li-
néaire équivalent. Plusieurs propriétés sont déduites de I'analyse théorique du critéere
obtenu. Tout d’abord, le taux de croissance est structurellement limité par la répartition
d’une quantité finie de protéines entre les voies métaboliques et les ribosomes. Ensuite,
I’émergence des modules dans les voies métaboliques provient d’une politique générale
d’économie en protéines chez la bactérie pour gagner du taux de croissance. Certaines
stratégies de transport bien connues comme la répression catabolique ou la substitution
de transporteurs haute/basse affinité sont prédites par notre méthode et peuvent alors
étre interprétées comme le moyen de maximiser la croissance tout en minimisant I'inves-
tissement en protéines.

Mots-clés : Biologie des systémes, réseaux de régulation génétique et métabolique,

modularité, limitation du taux de croissance, gestion des ressources, Resource Balance
Analysis, optimisation convexe, prédiction des modules.
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Abstract

This thesis consists in studying the organization of the control system of metabolic

pathways of bacteria to identify systemic properties revealing its operation. At first, we
show that control of metabolic pathways is highly structured and can be decomposed into
modules strongly decoupled in steady-state. These modules are defined by their singular
mathematical properties having important implications in biology. This decomposition,
based inherently on the system outlook of automatic control, offers a formal theoretical
analysis of general control of metabolic pathways, which has been effective in analyzing
experimental data.
In a second step, we consider the possible reasons for the emergence of this modular
control structure. We identify a set of structural constraints acting at the distribution of
a common resource, the proteins between cellular processes. Satisfying these constraints
for a given growth rate leads to formalize and to solve a non-differentiable convex opti-
mization problem, that we call Resource Balance Analysis. This optimization problem is
solved numerically at the scale of the bacteria through an equivalent linear programming
problem. Several properties are derived from theoretical analysis of the obtained crite-
rion. First, the growth rate is structurally limited by the distribution of a finite amount
of proteins between the metabolic pathways and the ribosomes. Second, the emergence
of modules in metabolic pathways arises from a policy of economy in proteins in the
bacterium to increase the growth rate. Some well known transport strategies such as
catabolite repression or the substitution between low /high affinity transporters are pre-
dicted by our method and could consequently be interpreted as ways to maximize growth
while minimizing investment in proteins.

Keywords : Systems biology, genetic and metabolic regulatory networks, modula-
rity, growth rate limitation, resource management, Resource Balance Analysis, convex
optimization, module prediction.



Avertissement au lecteur

Cette theése s’inscrit pleinement entre deux disciplines trés différentes que sont l'automa-
tique et la biologie. Méme si l’objet central de cette thése est la bactérie, les outils et mé-
thodes développés ici trouvent leur origine dans le champs de [’automatique. Nous avons
toutefois essayé de rédiger ce manuscrit afin qu’il puisse étre lu par les deuxr communau-
tés sachant que certaines exigences des deuxr communautés sont difficilement conciliables.

Pour les biologistes :  L’automatique est la science du contréle des systémes, et par deéfi-
nition méme, considere et manipule des concepts et des objets variés dans des disciplines
différentes, telles l’aéronautique ou l’automobile et plus récemment la biologie. L une des
spécificités de 'automatique est d’utiliser des modéles abstraits intégrant uniquement les
phénomenes essentiels au probléeme considéré. Ainsi nous avertissons le lecteur biologiste
que nous avons délibérément réduit les détails de biologie dans [’écriture pour permettre,
espérons-le, aux automaticiens de suivre le fil du raisonnement. Nous avons néanmoins
considéré ces (trés nombreuz) détails dans les approches proposées dans cette theése.

Pour les automaticiens : Malgré nos efforts pour réduire la complexité nécessaire a nos

développements, la bactérie demeure un systéme d’une grande complexité composé d’un
tres grand nombre d’éléments différents. Nous avons décrit les mécanismes principauz le
plus succinctement possible dans une perspective systémique.

Conventions utilisées

On utilisera les conventions classiques de biologie pour nommer les génes et les protéines.
Le nom de géne s’écrit en italique et ne commence pas par une majuscule, alors que la
protéine associée ne s’écrit pas en italique et commence par une majuscule. Par exemple,
le géne purR désigne le géne codant pour la protéine PurR. Les métabolites sont notés
en format de texte normal et sont nommés explicitement ou a travers un acronyme
usuellement utilisé par les biologistes. Par exemple, le métabolite adénosine-triphosphate
n’est jamais désigné en tant que tel dans les articles de biologie. Ce métabolite est
toujours nommé par son acronyme ATP, et ce sera également le cas dans cette thése.
Pour plus de clarté pour le lecteur non biologiste, nous nous sommes efforcés de préciser
la nature de I'acronyme. Toutefois, en cas de doute, le lecteur se reportera a la table des
abréviations.
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Introduction générale

Décrypter le fonctionnement d’une cellule vivante reste a ce jour un enjeu majeur en

Biologie tant les potentiels dans le milieu médical, pharmaceutique ou agroalimentaire
sont importants. Lorsque la cellule s’adapte a des stimuli, il s’agit de comprendre quels
sont les mécanismes biologiques en jeu, d’identifier précisément leur réponse et enfin de
caractériser le systéme de controle coordonnant ces mécanismes.
En tant que science expérimentale basée sur 'observation de phénomeénes biologiques,
les avancées majeures sont intrinséquement liées au progrés technologique. Au début du
20°me gsigcle, il était acquis que les organismes comme 'homme étaient composés de dif-
férents modules, les organes, connectés et coordonnés entre eux a travers d’une part le
systéme nerveux pour l'information et le controle, et d’autre part le réseau vasculaire
pour apporter entre autres les nutriments et I’énergie nécessaire a leur fonctionnement.
[’avénement de la biologie moléculaire au cours de ce siécle associé a des découvertes
majeures, comme l'existence de ’ADN, ont permis de passer de I’échelle macroscopique a
I’échelle cellulaire. De fagon remarquable, les bactéries tout comme les cellules humaines
sont composées des mémes processus cellulaires élémentaires (réplication de ’ADN; tra-
duction des protéines par les ribosomes par exemple), méme si bien entendu les cellules
humaines (eucaryotes) sont beaucoup plus complexes et organisées que les bactéries.
Ce changement d’échelle a profondément modifié¢ la maniére d’appréhender les systémes
biologiques par les chercheurs. Face a la complexité des mécanismes biologiques d’une
part, et a la diversité des techniques nécessaires a leur étude d’autre part, les biolo-
gistes se sont spécialisés non seulement dans des processus biologiques particuliers mais
aussi dans des disciplines scientifiques (biochimie, biophysique, génétique, ...). Cette
approche dite réductionniste de la Biologie a permis des avancées scientifiques sans pré-
cédent. On citera par exemple la révolution associée a la découverte de 'ADN ou au
premier séquencage d’un génome. Mais au fil du temps, la spécialisation de la Biologie
a aussi été accompagnée par une certaine perte de vue du fonctionnement général de la
cellule et in fine par une difficulté a intégrer et a réconcilier des données de différente
nature. Or la fin du 20°™¢ siécle a justement été marquée par I'explosion de technologie
haut-débit permettant d’acquérir pour les bactéries des données d’excellente qualité a
grande échelle pour tous les niveaux de la cellule : transcriptome, protéome, fluxome,
intéractome, métabolome. . .

Face a cette masse de données, le biologiste a besoin maintenant de méthodes et
d’outils intégratifs mais plus encore d’une vision «systéme» de la cellule, ce qui a donné
naissance a une nouvelle thématique de recherche, la «Biologie des Systémes» au début
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du 21%m¢ siecle [111]
System Biology aims to develop a system-level understanding of biological
systems. System-level understanding requires a set of principles and metho-
dologies that links the behaviors of molecules to system characteristics and
functions. Ultimately, cells, organisms, and human beings will be described
and understood at the system level grounded on a consistent framework of
knowledge that is underpinned by the basic principles of physics.

Le but de la Biologie des Systémes est ainsi non seulement de réconcilier les données entre
elles, mais surtout de dégager des principes génériques de fonctionnement sur les cellules
vivantes. Dans [111], 'auteur postule que la vision systéme, la théorie du controle et les
outils méthodologiques associés issus de I’Automatique sont les clés qui permettront de
révéler les grands principes de fonctionnement des cellules vivantes. Un des objectifs de
cette thése consiste a évaluer le potentiel et I'intérét de la vision systéme et des outils
méthodologiques développés dans le cadre de I’Automatique pour analyser le fonction-
nement des systémes biologiques a I’échelle globale. Si des concepts élémentaires comme
la boucle de rétroaction ont été identifiés et appliqués avec succés pour analyser le fonc-
tionnement de sous-parties spécifiques de la cellule comme la mobilité chez les bactéries
[13], leur application systématique a ’échelle de la cellule entiére afin de dégager des
principes généraux de fonctionnement reste inexplorée. La question est tout simplement
de savoir si une telle analyse est possible a I’échelle de la cellule entiére.

Les systémes biologiques sont en effet d’une incroyable complexité comparés aux sys-
temes congus par les hommes. Les systémes biologiques sont composés de milliers d’en-
tités différentes correspondant ainsi a des systémes qui peuvent étre décrits par plus de
10000 variables d’états et ce déja pour les organismes les plus simples comme les bac-
téries. A titre de comparaison, les systémes physiques construits par les hommes sont
représentés par des modéles simplifiés de «petite» dimension : ordre 2 pour un missile
[67], ordre 16 pour un avion [58], ordre 2 pour un bief de canal d’irrigation [128|, ordre
9 pour une transmission automatique intégrant moteurs thermiques et électriques pour
un véhicule [180]. Développer un modéle dynamique de la cellule dans sa totalité reste
donc utopique a ce jour compte tenu de la seule dimension du systéme. A cela s’ajoute la
difficulté de décrire les dynamiques par des équations non linéaires ou encore le nombre
de parameétres du modéle a identifier. 11 est donc indispensable de simplifier ce systéme,
tout en identifiant et en intégrant les éléments clés nécessaires au fonctionnement global
de la cellule. C’est ici que le savoir accumulé par les biologistes ces derniéres années doit
étre intégré et reste plus que jamais indispensable.

La vision systémique de I’Automatique semble donc bien pertinente pour analyser les
systémes biologiques car intrinséquement celle-ci consiste d’une part a décomposer un
systéme trés compliqué en un ensemble de sous-systémes possédant de bonnes propriétés
locales, et d’autre part a étudier a posterior: les propriétés globales résultant de I'inter-
connexion de ces sous-systémes. Dans les systémes concgus par les hommes, les propriétés
du systéme global ne sont pas données par les propriétés locales de chaque sous-systéme.
Dans cette thése, nous nous efforcerons donc de décomposer une cellule vivante en un
ensemble de sous-systémes fonctionnels permettant d’une part de réduire la complexité
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intrinséque du systéme global, et d’autre part de dégager des principes généraux (et
génériques!) de fonctionnement et d’organisation de la cellule. L’angle d’attaque d’une
telle démarche est toutefois difficile et nécessite de s’investir pleinement dans la Biologie
afin d’analyser le fonctionnement global de la cellule. Bien que délicate et coiiteuse en
temps, cette démarche mélant étroitement Automatique et Biologie constitue le coeur
et 'originalité de ce travail de thése, ce qui, de fait, est complémentaire des nombreuses
études basées sur de ’analyse de données présentées au cours du premier chapitre dont
les objectifs ne sont pas de remettre en perspective les résultats dans le contexte du
fonctionnement global du systéme.

Dans ce contexte, nous pouvons dés a présent présenter une premiére analyse sys-
témique gros grain du fonctionnement global d’une cellule. Toute cellule vivante est
organisée en différents processus biologiques élémentaires effectuant des taches spéci-
fiques [86], représentées sur la figure 2 et décrites dans 'annexe A.2. Si on représente ces
processus biologiques d’un point de vue entrée/sortie (voir la figure 1), chaque processus
est composé entre autres de protéines transformant des entrées U en sorties Y. Dans la
majorité des processus biologiques composant la cellule, les entrées U correspondent a
de I’énergie et certains métabolites particuliers, appelés précurseurs métaboliques. Les
sorties Y correspondent aux différents composants cellulaires (ADN, ARN, protéines,
etc.). A ce titre, deux processus biologiques sont remarquables :

Uappareil de traduction des protéines : qui prend en entrée U de I'énergie et des
ARNt chargés pour produire en sortie Y les protéines composant tous les processus
cellulaires ;

— le réseau métabolique : qui prend en entrée U des nutriments du milieu extracellu-
laire et qui produit en sortie Y les différents précurseurs métaboliques et I’énergie
nécessaire a tous les processus cellulaires.

Bien qu’absente dans la littérature, cette décomposition systémique de la cellule consti-
tue le fondement des résultats de cette thése. Compte tenu de la diversité des milieux
et de la compétition féroce existante entre toutes formes de vie, les cellules ont déve-
loppé des mécanismes de régulation leur permettant non seulement de s’adapter, mais
aussi pour les bactéries de tirer leur épingle du jeu. Les cellules possédent un systéme de
controle adéquat afin d’assurer a chaque instant d’une part la régulation de chaque sous-
systéme et d’autre part leur coordination pour réaliser des stratégies complexes issues de
I’évolution et de la sélection naturelle. Dans ce contexte, I’étude des régulations des pro-
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cessus biologiques d'un point de vue expérimental et théorique est en pleine expansion.
Les biologistes ont identifié de nombreux mécanismes de régulation en particulier au ni-
veau des voies métaboliques pour certains organismes modéles comme Escherichia coli,
Bacillus subtilis ou Saccharomyces cerevisiae. 1.’objectif de ces études expérimentales
et théoriques est de dégager des propriétés suffisamment générales pour étre conservées
potentiellement chez d’autres organismes. Comme nous le montrerons dans le premier
chapitre, il existe des régularités dans une sous-partie du systéeme de controle global.
Ces régularités sont souvent appelées «modulesy par les biologistes [4, 12|, mais elles
ne correspondent pas en réalité a des sous-systémes que définiraient les automaticiens,
c’est-a-dire définis a travers leurs bonnes propriétés locales.

L’objectif central de cette thése consiste ainsi a étudier I'organisation du systéme de
controle des processus cellulaires afin de dégager des propriétés systémiques révélant son
fonctionnement. Cette question est trés ambitieuse et nécessite une trés bonne connais-
sance du systéme de controle agissant a tous les niveaux de la cellule au moins pour
un organisme spécifique. Compte tenu du niveau de connaissance actuel du systéme de
controle pour les différents processus cellulaires, nous nous sommes focalisés sur le sys-
téme de contréle des voies métaboliques de la bactérie modéle de la famille des Gram +
Bacillus subtilis'. Tl convient néanmoins de veiller a la généricité de nos résultats en les
comparant & ceux obtenus pour un autre organisme comme par exemple Escherichia
coli, 1a bactérie modeéle de la famille des Gram -. Nos résultats n’en seront alors que
renforcés surtout si I'on considére que ces deux bactéries ont divergé il y a plus de trois
milliards d’années [14]. Au cours des différents chapitres de cette thése, nous montre-
rons qu’effectivement la structure du controle des voies métaboliques peut se décomposer
en modules possédant de bonnes propriétés locales tant au niveau théorique qu’au ni-
veau biologique. Cette décomposition, basée intrinséquement sur la vision systéme de
I’Automatique, offre un cadre théorique formel général d’analyse du controle des voies
métaboliques et représente ainsi une contribution majeure de ce travail de thése. Mais
I'intérét de 'application des concepts de I’Automatique en Biologie ne s’arrétent pas la.
En effet, il est bien connu en Automatique que par défaut la structure d’un correcteur
obtenu par des algorithmes classiques comme le H,, n’est pas décentralisée. Lors de la
conception d’'un correcteur décentralisé, ’automaticien doit ajouter des contraintes sur
le correcteur afin de lui imposer une structure spécifique, tout en imposant des critéres
de performance requis par le cahier des charges [200|. Sur cette base, nous avons exploré
dans un deuxiéme temps un ensemble de contraintes structurelles possibles agissant sur
la bactérie permettant d’expliquer I’émergence de cette structure de controle modulaire.

!En tant qu’organisme modéle, le niveau de connaissance, en particulier concernant les mécanismes de
régulation est en effet important. Sans étre compléte, la structure de controle est néanmoins suffisamment
représentative pour dégager des résultats génériques. Par ailleurs, Bacillus subtilis est une bactérie
d’intérét a la fois pour I’agro-alimentaire (production d’amylase ou d’antibiotiques), et comme organisme
modéle pour des bactéries pathogénes phylogénétiquement proches telles que Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Bacillus anthracis (responsable de 'anthrax ou maladie du charbon), Bacillus
cereus et Listeria monocytogenes (& Vorigine d’infections alimentaires). Une meilleure compréhension
du controle des voies métaboliques chez Bacillus subtilis est une premiére étape vers la compréhension
des coordinations des processus cellulaires.



L’identification et la formalisation mathématique de ces contraintes en un probléme d’op-
timisation constituent une autre contribution majeure de cette thése.

Ce mémoire de thése se décompose en deux parties, suivies d’'un chapitre d’annexes
rappelant les principales notions de Biologie nécessaires a la compréhension de cette
thése (annexe A). La premiére partie est consacrée a l'existence, I'étude et la validation
des modules dans les voies métaboliques, bien identifiés du point de vue entrée/sortie,
autour de trois chapitres.

Modules dans les systémes biologiques (chapitre 1) Au cours de chapitre, nous
introduisons la problématique de cette premiére partie a travers une étude bibliogra-
phique. L’objectif est de présenter les principaux résultats obtenus dans la littérature
sur l'organisation du controle des processus biologiques a 'échelle de la cellule. Nous
montrerons qu’il existe des régularités statistiquement sur-représentées dans la structure
de controle, qui ont été appelées «modulesy par les biologistes. Néanmoins, une vision
systémique de la cellule est nécessaire pour obtenir une définition bien posée de ces
modules d’'un point de vue entrée/sortie. Au regard de cette étude, nous donnons les
éléments a intégrer, et en particulier le couplage entre les métabolites et les régulations
génétiques.

Structure modulaire du réseau métabolique de Bacillus subtilis (chapitre 2)
Dans ce chapitre, nous identifions deux structures de controle aux propriétés mathéma-
tiques remarquables dans les voies métaboliques de Bacillus subtilis, et qui a ce titre,
correspondent a des modules bien identifiés du point de vue entrées/sorties. Nous verrons
que les propriétés obtenues offrent un cadre théorique pour expliquer non seulement le
controle local d’'un module, mais aussi les coordinations entre ces modules.

Identification et validation des modules chez Bacillus subtilis (chapitre 3)
Ce chapitre confronte les résultats théoriques présentés au chapitre précédent avec des
données issues de la littérature et des données expérimentales obtenues dans le cadre du
projet européen BaSysBio?. Nous identifions les modules dans les voies métaboliques de
Bacillus subtilis et illustrons leur comportement face & des données de transcriptome et
de métabolome.

2(Ce projet de Biologie des Systémes (2007-2010) a pour but d’améliorer la compréhension théorique
des différents mécanismes de régulation intervenant a tous les niveaux de la bactérie dans deux condi-
tions physiologiques différentes : le passage d’une source privilégiée de carbone (le glucose) a une autre
(le malate), et le stress oxydatif (présence de peroxyde). Dans ce contexte, nous sommes intervenus plei-
nement dans les différentes phases du projet : construction et analyse de modéles dynamiques centrés
sur les questions biologiques d’intérét, traitement et analyse des données expérimentales, validation des
modeéles. Dans cette thése, nous présenterons uniquement, les aspects liés au traitement et a I'analyse des
données pour notre propre intérét, a savoir la validation des modules et de notre cadre formel d’analyse
des voies métaboliques.
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La deuxiéme partie de cette thése est consacrée a l'identification, la formalisation
et la validation des contraintes structurelles permettant d’expliquer I’émergence d’une
structure de contréle modulaire dans les voies métaboliques a travers deux chapitres.

La méthode Resource Balance Analysis (chapitre 4) Ce chapitre regroupe les
résultats majeurs de ce travail de thése. A travers une analyse systémique de la bactérie,
nous identifions trois contraintes structurelles actives a chaque instant basées sur la
répartition des protéines entre les processus cellulaires. Leur formalisation mathématique
en phase exponentielle conduit & un probléme d’optimisation non différentiable dont nous
étudierons les propriétés mathématiques. Ce cadre formel est appelé Resource Balance
Analysis.

Application de la méthode RBA a Bacillus subtilis (chapitre 5) Ce chapitre
présente la mise en ceuvre de la méthode RBA sur le réseau métabolique de B. subtilis.
Nous illustrons les résultats théoriques obtenus au chapitre précédent.

Ces travaux de thése ont conduit & deux publications :

— Goelzer, A. and Bekkal Brikci, F. and Martin-Verstraete, I. and Noirot, P. and
Bessiéres, P. and Aymerich, S. and Fromion, V. Reconstruction and analysis of the
genetic and metabolic requlatory networks of the central metabolism of Bacillus
subtilis. BMC System Biology, 2008. 2 :20.

— Goelzer, A. and Fromion, V. and Scorletti, G. Cell design in bacteria as a convex
optimization problem. Proceedings of the 48th IEEE Conference on Decision and
Control, 2009. pp :4517-4522.

Dans la suite de cette thése, nous parlerons indifféremment de cellule ou de bactérie.
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Chapitre 1

Modules dans les systémes biologiques

Comme nous ’avons montré en introduction de cette thése, tout étre vivant, en partant

de ’'homme pour finir aux microorganismes comme les bactéries apparaissent générale-
ment composés de sous-systémes effectuant des taches spécifiques différentes de facon
coordonnée. Au niveau macroscopique pour les hommes par exemple, ces sous-systémes
correspondent aux organes, alors qu’a l’échelle microscopique, pour les bactéries par
exemple, ces sous-systémes correspondent aux différents processus cellulaires comme la
réplication de 'ADN, la traduction des protéines, etc. Au cours du 20°™¢ siécle, ces dif-
férents sous-systémes ont été particuliérement étudiés au niveau moléculaire si bien que
leur principe de fonctionnement est actuellement bien connu. En revanche formaliser et
rationnaliser I’ensemble de ces sous-systémes afin de dégager des principes de fonction-
nement généraux reste actuellement un défi majeur.
Le fonctionnement d’un tel systéme nécessite en effet un controle adéquat pour répondre
a des perturbations variées (un stress oxydatif, des carences en minéraux ou en car-
bone, des mutations génétiques...) dans un contexte de compétition perpétuelle avec
les autres organismes vivants. Dans une cellule, il existe différents mécanismes de régu-
lation identifiés expérimentalement pour controler ces processus cellulaires. Ils peuvent
agir au niveau de l'expression des génes (niveau transcriptionnel), de la traduction de
la protéine (niveau traductionnel), de la modification de l'activité de la protéine (ni-
veau post-traductionnel et allostérique). Jusqu’a la fin des années 90, ces mécanismes
de régulation étaient étudiés au cas par cas pour un processus cellulaire donné. L’explo-
sion technologique récente permet maintenant d’explorer de maniére systématique et a
I’échelle de la cellule certains mécanismes de régulation agissant au niveau de I’expression
des génes (transcriptome, Chip-Chip), de la traduction des protéines (protéome) ou de
la phosphorylation des protéines (phospho-protéome).

Dans ce chapitre, nous allons montrer comment I'étude de la structure et du fonc-
tionnement du réseau de régulation génétique d’une bactérie a été appréhendée dans la
littérature afin de situer ce travail de thése. Ces études sont principalement basées sur
de I'analyse systématique de données a grande échelle par des méthodes statistiques. Il
s’agit de définir I'objet que ces études ont considéré et de clarifier la démarche suivie pour
savoir si leurs résultats peuvent s’interpréter par une démarche d’analyse des systémes

11



12 CHAPITRE 1. MODULES DANS LES SYSTEMES BIOLOGIQUES

propre a I’Automatique. La vision systéme propre a ’Automatique consiste a isoler des
sous-blocs possédant des bonnes propriétés du point de vue entrées-sorties pour ensuite
les interconnecter. Généralement, de bonnes propriétés locales pour chaque sous-systéme
ne garantissent pas de bonnes propriétés globales au systéme interconnecté'. On cher-
chera également & évaluer dans quelle mesure les concepts élémentaires d’Automatique
comme la boucle de rétroaction ou la boucle ouverte peuvent étre projetés sur la totalité
de la cellule dans toute sa complexité.

1.1 Le réseau de régulation génétique

Le réseau de régulation génétique peut se définir comme le graphe engendré par ’en-

semble des régulateurs agissant au niveau de 1’ezpression des génes, ¢’est-a-dire au ni-
veau transcriptionnel uniquement. Traditionnellement, les régulateurs considérés corres-
pondent aux facteurs de transcription (FT) et aux facteurs sigma qui modulent I'initia-
tion de la transcription des génes (voir Annexe A.3 pour des détails complémentaires sur
le sujet). Le graphe du réseau de régulation génétique est donc composé de neeuds et
d’arétes, ot les noeuds correspondent aux régulateurs génétiques (FTs et facteurs sigma).
Une aréte relie un nceud A a un nceud B si A régule la transcription de B. B appartient
au régulon de A, c’est-a-dire a4 '’ensemble des génes sous le controle direct de A. Par
ailleurs, le graphe est signé si a une aréte est associé un signe (positif ou négatif) selon
Ieffet de la régulation sur la transcription. Un exemple de graphe signé et non signé est
donné sur la figure 1.1 dans le cas de trois génes A, B, C, ou A régule B, qui régule C,
qui régule A. Le régulon associé a un régulateur correspond a I’ensemble des génes sous
le controle direct de ce régulateur.
A ce stade, on notera déja un premier probléme associé a cette représentation, a savoir
I'oubli d’un autre type de modulateurs transcriptionnels : les effecteurs. Les effecteurs
sont des molécules qui modulent 'activité du facteur de transcription en se liant direc-
tement a celui-ci. Par exemple, lorsque Ieffecteur est lié au facteur de transcription, le
complexe résultant n’est alors plus capable de se fixer sur ’ADN, ou posséde au contraire
une plus grande affinité pour son site de fixation sur '’ADN. Généralement, cet effecteur
correspond a un métabolite. Le résultat final sur la transcription du géne dépend donc
d’une part de Ueffet positif ou négatif du facteur de transcription, et d’autre part de I'ef-
fet positif ou négatif de 'effecteur. Généralement, le graphe signé du réseau de régulation
génétique n’intégre pas les effets des effecteurs.

Remarque 1.1 Nous ne nous intéresserons pas dans cette thése a l'inférence du réseau
de régulation a partir des données expérimentales. Cet aspect est néanmoins crucial
lorsque le réseau de régulation génétique n’est pas bien connu, et constitue un champs
de recherche important en Biologie des Systémes. On citera juste quelques références
permettant d’identifier le réseau de régulation a partir de :

'De facon tout & fait remarquable, nous verrons au cours du chapitre 4 de cette thése, que pour notre
systéme biologique pourtant trés complexe, I'optimisation de la performance de chaque sous-systéme
contribuent & la performance globale du systéme.



1.1. Le réseau de régulation génétique

13

Geéne A

Géene B

]

Geéne C>

promoteur A

Graphe non signé

promoteur B

Graphe de régulation équivalent

promoteur C

Graphe signé

FiGg. 1.1 — Un réseau de régulation ou le géne A active le géne B, qui réprime le géne C,

qui active le géne A



14 CHAPITRE 1. MODULES DANS LES SYSTEMES BIOLOGIQUES

— données de transcriptome par des algorithmes de clustering [53], bi-clustering [99,
98, 220|, décomposition en valeurs singuliéres (SVD) [244];
données Chip-Chip permettant de localiser des sites d’accrochage des F'Ts sur ’ADN
[124, 246, 11];
la combinaison de données Chip-Chip et de transcriptome [11, 246, 130];

— la combinaison de données de transcriptome et de données in silico de détection de
promoteurs ou de sites d’accrochage de F'T [90, 40).

Les différentes études sur la structure du réseau de régulation génétique mention-
nées dans les sections suivantes ont tenté de dégager des principes de fonctionnement
des régulations, suffisamment généraux pour étre pertinents sur différents organismes
procaryotes ou eucaryotes. L’idée ici est que si la structure du réseau de régulation est
conservée entre les différents organismes, alors les résultats obtenus sur un organisme
spécifique pourront étre appliqués a d’autres. C’est I'un des fondements (et le pari) de
la Biologie des Systémes.

1.2 Motifs statistiquement sur-représentés

Dans la plupart des travaux centrés sur ce sujet, la recherche d’une structure dans le
réseau de régulation a été appréhendée a travers la recherche de motifs statistiquement
sur-représentés, nommeés feedforward, feedback, boucles positives, boucles négatives, dans
le graphe des régulations signé ou non pour l'organisme modéle des bactéries Gram-
FEscherichia coli |12, 5, 78, 214, 225, 203, 147, 140] ou des eucaryotes Saccharomyces ce-
revisiae [124]. Dans cette étude bibliographique, nous nous centrerons sur celui d'E. coli.
En effet, son réseau de régulation a été relativement bien identifié comparé a d’autres
organismes et est disponible dans des bases de données [107, 181|. Nous allons décrire
succinctement ces motifs, en précisant leurs propriétés mathématiques lorsqu’elles ont
été étudiées, tout en les projetant dans le contexte de I’Automatique. L’existence de ces
motifs est intéressante car ils indiquent que certaines régularités existent dans les réseaux
génétiques, au moins pour ces deux organismes modeles eucaryote et procaryote.

On distinguera tout d’abord les études menées sur le graphe non signé des régulations
selon deux axes : la recherche de motifs élémentaires statistiquement sur-représentés
d’'une part et la classification des facteurs des régulateurs génétiques pour révéler des
possibles niveaux de controle différents d’autre part. Trois motifs différents appelés Feed-
forward loop (FFL), Single Input Module (SIM) et Dense Overlapping Regulons (DOR)
ont ainsi été identifiés dans le graphe non signé des régulations |203, 147, 140|. Dans un
deuxiéme temps, on étudiera les boucles négatives et positives identifiées dans le graphe
signé des régulations pour lesquels des résultats de stabilité (donc proche de I’Automa-
tique) ont été obtenus |78, 214, 225|.
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Feedforward loop
(FFL)
FT1
FT 2
G

Single Input Module
(SIM)

Dense Overlapping Regulon
(DOR)

FT: Facteur de transcription, G: géne

F1G. 1.2 - Les motifs récurrents dans le réseau de régulation génétique d’E. coli [203|

1.2.1 Les Feedforward loops en Biologie

S1

S2

Fic. 1.3 La feedforward loop [140)|

Les trois types de motifs affichés sur la figure 1.2 ont été identifiés dans le réseau de

régulation génétique d’E. coli en explorant la matrice de connectivité? associée au graphe

non signé du réseau de régulation [203] : la FFL (Feedforward loop), le SIM (Single Input
Module) et le DOR (Dense Overlapping Regulons). Les deux premiers motifs sont clairs
d’aprés la figure 1.2. Le dernier a été obtenu par classification (clustering) sur les régions
denses du réseau, c’est-a-dire pour lesquelles un méme groupe de génes ou d’opérons
sont régulés par un méme ensemble de facteurs de transcription. On remarquera que ces
motifs ne donnent pas le signe de la régulation du géne G;. Pour un motif SIM, si la

2définie comme la matrice M de taille n x n, oit n est le nombre de facteurs de transcription intégrés
dans le graphe, avec M;; = 1 si le i-éme facteur de transcription régule le j-éme facteur de transcription,

et M;; = 0 sinon.
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FiGg. 1.4 Le paralléle en Automatique

régulation est négative, ce motif correspond alors a une auto-régulation, ce qui repré-
sente 70% des motifs SIM. Le signe de la FFL dépend de l'intégration des effets des
facteurs de transcription impliqués, eux-mémes sensibles a leurs effecteurs S; et Sy (voir
la figure 1.3 et les ). On distinguera deux grands types de FFLs : les FFLs «cohérentesy
lorsque les signes des régulations issues des deux branches (directe et indirecte) sont
les mémes, et les FFLs «incohérentes» dans le cas contraire [203, 140]|. Il semblerait,
en simulation pour un jeu de paramétres donné, que les FFL incohérentes permettent
d’accélérer le temps de réponse de la transcription du géne G. En revanche, les FFLs
cohérentes permettraient de filtrer le signal S;. Seul un long signal persistant S; # 0
permettrait d’avoir la transcription de G pour Sg # 0 [140]. Cependant ces résultats ont
été simplement déduits de simulations effectuées pour un jeu de paramétres donné. Au-
cune étude théorique sur I'obtention et la stabilité des points d’équilibre n’a été menée
de maniére systématique pour tous les cas de FFL. Toutefois, une étude théorique et
expérimentale a montré qu'une FFL incohérente permet de générer un pulse au niveau
de la transcription [141, 105].

Du point de vue de I’Automatique, la régulation associée aux facteurs de transcrip-
tion FT; et FTy correspond bien & un feedforward au sens de I’Automatique, si on les
effecteurs S; et So ne sont pas considérés. Lorsque les effecteurs sont intégrés dans I'ana-
lyse, la représentation de la régulation dépend de I'impact du géne G sur ces effecteurs.
Si, par exemple, G modifie pour une raison quelconque Sy, on obtient le type de re-
présentation de la figure 1.4, correspondant a une boucle de rétroaction (feedback) et
une boucle de pré-commande (feedforward) en Automatique. Cette projection des motifs
dans le contexte de I’Automatique montre le role central des effecteurs dans la définition
méme des motifs. Une seconde approche de structure des régulations consiste a essayer
de hiérarchiser les régulateurs en fonction du nombre de connexions dans le graphe et
du nombre de régulations induites.
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F1G. 1.5 — Structure multi-couche hiérarchique du réseau de régulation génétique d’FE. coli
(extrait de [132])

1.2.2 Une possible hiérarchisation du controéle

L’organisation topologique du réseau de régulation génétique est ici explorée d’une
part a travers le nombre de connexions pour un régulateur, et d’autre part en les ordon-
nant selon différents critéres [132, 143, 66|. Sur les figures 1.5 et 1.6, les régulateurs gé-
nétiques d’E. coli sont hiérarchisés respectivement en fonction du nombre de régulateurs
génétiques sous leur controle direct et indirect, et en fonction de leurs liens fonctionnels.
Il apparait une hiérarchisation du controle, avec quelques régulateurs «haut niveau» et
fortement connectés comme le facteur de transcription CRP représenté sur les figures
1.5 et 1.6, qui sont impliqués dans la régulation de nombreux autres régulateurs. En
revanche, la majorité des régulateurs n’induit aucune régulation, hormis les autorégula-
tions (le régulateur se régule lui-méme). Les régulateurs peuvent ensuite étre regroupés
suivant la fonction des génes de leur régulon (figure 1.6). On obtient ainsi une représen-
tation fonctionnelle et hiérarchique du réseau de régulation génétique |66]. La encore,
certains régulateurs interviennent dans plusieurs fonctions biologiques et ont ainsi un role
pléiotrope. Malheureusement, ce type d’analyse ne permet pas d’identifier clairement le
role d'un régulateur. Ici encore une classification intégrant les effecteurs métaboliques
pourrait changer la structure. L.’avantage de cette représentation est d’identifier les ré-
gulateurs fortement connectés qui sont potentiellement des bons candidats pour des
régulations globales de haut niveau.
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(auto-répression)

(toggle switch)

(répressilateur)

Exemple de boucles positives Exemple de boucles négatives

F1G. 1.7 — Exemples de boucles négatives et positives dans le réseau de régulation géné-
tique

1.2.3 Les boucles négatives et positives

Etudions maintenant I’autre grand type de motifs statistiquement significatifs obtenus
en considérant le graphe signé du réseau de régulation, les boucles négatives et positives.
Quelques exemples parmi ceux étudiés dans la littérature sont indiqués sur la figure
1.7. Une boucle dans le réseau de régulation est ici définie comme un cycle impliquant
plusieurs facteurs de transcription. Une boucle est dite négative (respectivement positive)
si le produit des signes de toutes les arétes la composant est négatif (respectivement
positif).

De nombreux mathématiciens et automaticiens se sont intéressés aux propriétés associées
a ces deux types de boucles, notamment en terme de dynamique et de stabilité. Le
biologiste René Thomas a postulé il y a 20 ans, les deux conjectures suivantes [223] :

1. un systéme ayant plusieurs états stationnaires distincts non dégénérés posseéde au
moins une boucle positive ;

2. un systéme présentant un comportement périodique stable posséde au moins une
boucle négative.

Ces deux conjectures ont des implications importantes en Biologie, car de tels com-
portements existent effectivement. On citera comme exemple de comportements stables
'horloge circadienne, ou I’homéostasie des ions (comme le pH), et comme exemple de
multistationarité la différenciation cellulaire, ou l’entrée en sporulation pour B. subti-
lis. Ces conjectures ont été démontrées dans 78] sous des hypothéses réalistes pour les
systémes biologiques. La démonstration la plus générale de la premiére conjecture est
donnée dans [214].

La recherche systématique de boucles positives (ou négatives) dans les réseaux de ré-
gulation génétique permet ainsi d’isoler des sous-systémes présentant potentiellement
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F1G. 1.8 — Les boucles identifiées dans le réseau de régulation de Bacillus subtilis

des propriétés dynamiques particuliéres. Les conjectures de Thomas étant des conditions
nécessaires, il convient d’étudier au cas par cas les boucles observées. Si on recherche
les boucles dans le réseau de régulation de Bacillus subtilis, (par des algorithmes cal-
culant les composantes fortement connexes® par exemple [221]), on obtient les boucles
représentées sur la figure 1.8. Parmi les 143 régulateurs composant le graphe, seuls 12
interviennent dans des boucles. Les boucles en tant que telles ne permettent donc pas de
définir une structure dans la régulation. En revanche, elles peuvent révéler la présence
d’états physiologiques mutuellement exclusifs. Par exemple, la boucle positive de type
«toggle switchy (voir la figure 1.7 en bas a gauche) impliquant les facteurs de transcrip-
tion GInR et TnrA engendre deux états stables physiologiques distincts, correspondant
effectivement & la présence (GInR présent, TnrA absent) ou a 'absence (GInR absent,
TnrA présent) d’une source d’azote privilégiée comme la glutamine.

Les boucles négatives, et en particulier le cas de l'auto-régulation ont été étudiées de
maniére théorique |238|, notamment pour leur paralléle en Automatique. La boucle de
rétroaction en Automatique permet en effet de désensibiliser le systéme controlé vis-a-vis
de perturbations non mesurées |96]. Dans [238|, les auteurs montrent qu'une boucle de
type auto-régulation ne posséde qu’un seul point d’équilibre, qui de plus est stable.
Expérimentalement, les propriétés théoriques des boucles négatives/positives ont été ob-
servées a travers la construction et 'implémentation de circuits synthétiques dans F. coli
|87, 89, 88|, notamment le répressilateur |55] (figure 1.7 en bas a droite), le toggle switch

3Une composante fortement connexe d’un graphe est un sous-ensemble maximal de sommets tels que
deux quelconques d’entre eux soient reliés par un chemin.
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[71] (figure 1.7 en bas a gauche), l'auto-régulation [17| (figure 1.7 en haut a gauche).
Selon ces études, le répressilateur présente un comportement oscillatoire, le toggle switch
un comportement bi-stable et I'auto-régulation permet de diminuer I'effet du bruit issu
de I'expression des génes sur la production de la protéine.

La recherche de boucles positives dans le réseau de régulation chez les bactéries est
donc pertinente pour identifier les possibles circuits décisionnels associés aux différents
modes de vie. En revanche, elle ne permet pas de comprendre le role de la régulation sans
la projeter dans son contexte fonctionnel (comme GInR/TnrA). De plus, il existe peu de
cycles dans les régulations. Par contre, le nombre de boucles augmenterait sensiblement
si d’autres types de signaux, comme les effecteurs métaboliques étaient intégrés dans le
graphe. Si on reprend I'exemple de la FFL de la figure 1.4 ot le géne G agit aussi sur So,
aucune boucle n’est présente si on considére uniquement les facteurs de transcription. Au
contraire, si on inclut l'effecteur Sy dans le graphe sous forme de nceud, on obtient alors
la boucle représentée sur la figure 1.9 dont le signe dépend de 'effet de F'T'y sur Ss et de
S, sur FT,. Etant donné que 88% des régulateurs impliquées dans les voies métaboliques

FiG. 1.9 Existence d'une boucle dans la FFL si les liens métaboliques sont intégrés

répondent a un signal provenant du métabolisme (ion, métabolite, ou protéine impliquée
dans le métabolisme) |75], le nombre de boucles augmente certainement si les effecteurs
sont intégrés.

1.2.4 Conséquences

Ces différentes approches montrent, que le réseau de régulation génétique comporte des

structures statistiquement significatives |4, 12|. Cependant, on ne peut pas pour autant
conclure a I'existence de sous-systémes du fait de I'incomplétude du réseau de régulation
génétique. En effet, certaines entrées du réseau de régulation ont été négligées comme par
exemple les effecteurs métaboliques et tous les autres mécanismes de régulation génétique
comme les riboswitches par exemple (voir Annexe A.3). De plus, les motifs obtenus par
ces méthodes ne permettent pas d’expliquer le role et la fonction de la régulation dans
la physiologie de la bactérie.
Au regard de cette premiére étude bibliographique, nous avons identifié la boucle de
rétroaction de la figure 1.4 comme un premier élément important pour le fonctionnement
des régulations et qui a souvent été négligée dans la littérature. Le couplage entre le réseau
génétique et le réseau métabolique doit étre intégré, et ce a deux niveaux :

— impact du réseau génétique sur le réseau métabolique a travers la synthése des

enzymes ;
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— impact du réseau métabolique sur le réseau génétique via les effecteurs métaboliques
des mécanismes de régulation génétique (c’est-a-dire les facteurs de transcription et
tous les autres).

De plus, la plupart des effecteurs métaboliques identifiés expérimentalement sont asso-
ciés au controle des voies métaboliques. Le réseau métabolique est par conséquent le
sous-systéme cellulaire idéal pour comprendre le fonctionnement et la coordination des
régulations.

1.3 Structure du réseau métabolique

L’organisation des voies métaboliques (et leur controle enzymatique) a été également
particuliérement étudiée dans la littérature |[103, 199|. La encore le réseau métabolique
peut étre représenté par un graphe, dans lequel des motifs statistiquement significatifs
peuvent étre identifiés. Toutefois, la recherche de motifs dans le graphe associé au ré-
seau métabolique a été généralement menée en le découplant du réseau génétique. La
encore I'impact du métabolisme sur la réponse du réseau génétique n’a pas été intégreé,
limitant ainsi I'intérét de cette approche pour identifier une structure de controle pour
les voies métaboliques. Toutefois, la recherche de motifs dans le réseau métabolique seul
a I'avantage d’identifier de maniére systématique :

les métabolites fortement connectés (métabolites «huby) ayant potentiellement un
fort impact sur le fonctionnement du systéme global, et donc un impact sur la
régulation des voies métaboliques;

— les «modes élémentairesy définis comme I'ensemble des chemins possibles pour aller

d’un point A & un point B et permettant par combinaison linéaire de recouvrir
toutes les voies métaboliques.

1.3.1 Identification de métabolites «hubsy»

[’organisation topologique du réseau métabolique a été généralement abordée en ex-
plorant la connectivité des métabolites dans les réactions chimiques [103, 16, 145]. Le
réseau métabolique est alors considéré comme un graphe ou les nceuds correspondent
aux métabolites. Deux métabolites sont liés par une aréte s’ils participent a la méme
réaction enzymatique. La connectivité d’un métabolite correspond au nombre d’arétes
associées. Les métabolites sont ensuite classés en fonction du nombre de connexions [16]
ou par le nombre de métabolites produits grace au métabolite en question [145].

Des études portant sur la connectivité des métabolites pour 43 organismes montrent que
la probabilité d’avoir un nceud du réseau métabolique fortement connecté suit une loi en
puissance, caractéristique d’une architecture de type scale-free typique d’'une organisation
en petits mondes [103, 235] (voir la figure 1.10 gauche), et modulaire hiérarchique [175]
(voir la figure 1.10 droite). Les modules topologiques obtenus recouvrent les fonctions
métaboliques principales. Ainsi peu de métabolites sont fortement connectés. Plus récem-
ment, ces métabolites fortement connectés, appelés métabolites «hubsy, ont été identifiés
pour E. coli |235, 16, 145|. Il s’agit des métabolites riches en énergie et donc nécessaires
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Fi1G. 1.10  Réseau de type scale-free (gauche) et Hiérarchie modulaire d'un réseau scale-
free (droite)

a de nombreuses réactions chimiques [16] : HT, Hy,O, ATP, ADP, P;, PP;, CO,, NADT,
NADP*, NADH, NADPH, CoA, AMP, glutamate, NH,. Ces métabolites, a I’exception
du glutamate) sont considérés comme des co-facteurs, et sont souvent couplés et régulés
a travers d’autres facteurs physiologiques comme la gestion du pH, la force proton mo-
trice ou I'état redox de la cellule, ou avec d’autres processus biologiques intracellulaires.
Afin d’identifier les métabolites centraux impliqués uniquement dans le métabolisme,
certaines études ont exclu ces métabolites de leur analyse et obtiennent alors comme
métabolites hubs le glutamate, le pyruvate, la coenzyme-A, le 2-oxoglutarate, la gluta-
mine et I'aspartate principalement [235]. On notera également que le GTP ne fait pas
partie des métabolites fortement connectés au sein du réseau métabolique. En revanche,
le GTP est utilisé comme source d’énergie pour des processus comme la traduction des
protéines (voir la figure 2 page 7).

Intérét des métabolites hubs ? Selon ces auteurs, les métabolites hubs jouent un
role central dans le fonctionnement du réseau métabolique car la variation de I'un entre
eux affecterait plusieurs motifs et donc un réajustement global de la fonction métabo-
lique. Au contraire, la variation de métabolites appartenant & un seul motif n’affecterait
probablement que celui-ci. De facon remarquable, nous montrerons dans le prochain cha-
pitre de cette thése qu’il n’en est rien. Ces métabolites fortement connectés interviennent
généralement dans des étapes intermédiaires des voies métaboliques. Nous montrerons
qu’ils n’ont alors en général aucun impact sur le régime d’équilibre.

Ces auteurs ont également souligné l'intérét d’une structure topologique «scale-free»
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vis-a-vis des perturbations. Une décomposition en sous-systémes permettrait de limiter
I'impact de perturbations sur la cellule. Si une perturbation affecte un motif en par-
ticulier, la perturbation resterait confinée a l'intérieur de celui-ci et engendrerait peu
d’impacts sur les autres, et ainsi un réajustement minime a 'échelle de la cellule [216].
Les processus cellulaires ayant une structure de type «scale-free», ou scale-free hiérar-
chique résisteraient mieux aux perturbations aléatoires |27, 12| car la probabilité pour la
perturbation d’affecter un nceud «huby est faible [103, 175|. Cependant, cet argument
topologique ne tient pas face a la réalité. Prenons 'exemple de la souche trp- de B. subti-
lzs présentant une mutation délétére dans le géne trpC. Cette souche ne peut pas pousser
en absence de tryptophane dans le milieu extérieur. La mutation a lieu typiquement au
niveau d’un nceud faiblement connecté du réseau métabolique, et pourtant cette muta-
tion est létale en absence de tryptophane.

Si cette analyse identifie le role pléiotrope de certains métabolites, elle ne révéle en
aucun cas le fonctionnement des voies métaboliques dans la cellule, ni ses coordinations
avec les autres processus cellulaires. En revanche, 'approche dite des modes élémentaires
identifie de maniére systématique tous les chemins possibles dans les voies métaboliques
pour aller d'un point A & un point B, intégrant la notion de lien fonctionnel entre les
composés impliqués [197, 198].

1.3.2 Les modes élémentaires

L’intérét d’'une telle approche est de révéler pour un métabolite d’intérét tous les
chemins possibles de production et de consommation. Si les chemins sont intuitivement
identifiables pour les métabolites faiblement connectés, ils sont en revanche plus inter-
connectés pour les métabolites hubs. Chez différents organismes, les voies de synthése des
principaux co-facteurs comme I'ATP ou le NADPH sont peu nombreuses. La recherche
des modes élémentaires pour ces co-facteurs permet d’identifier les voies possibles de
synthése et donc de révéler potentiellement des stratégies de coordination fine pour pro-
duire ces métabolites d'intérét. Les modes élémentaires d’un réseau métabolique révelent
également la fragilité de certaines voies vis-a-vis des mutations génétiques [215]. Malheu-
reusement, le calcul des modes élémentaires ne se résoud pas en temps polynomial et ne
peut s’appliquer qu’a des sous-parties du réseau métabolique [199|. Par ailleurs, rien n’in-
dique qu’un mode élémentaire soit effectivement fonctionnel. En définissant les chemins
extrémes comme les voies topologiques minimales permettant d’obtenir tous les modes
élémentaires par combinaison linéaire [190, 164], la prise en compte des régulations gé-
nétiques réduit le nombre de chemins extrémes de 67.5% a 97.5% |41|. Les régulations
génétiques sont ainsi indispensables pour comprendre le fonctionnement du réseau mé-
tabolique et ses coordinations avec les processus cellulaires.

Au-dela du role central du couplage entre le réseau génétique et le réseau métabo-
lique dans le fonctionnement des voies métaboliques, cette seconde étude bibliographique
montre aussi qu’il existe une structure dans le réseau métabolique avec des métabolites
fortement connectés et faiblement connectés. Les biologistes auraient ainsi pu choisir de
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représenter le réseau métabolique sous forme d’arbre tels ceux représentés sur la figure
1.10. Or ce n’est pas le cas. Ils ont choisi de représenter le réseau métabolique suivant
les chemins de production et de dégradation des précurseurs métaboliques utilisés par
les autres processus cellulaires comme les acides aminés, les nucléotides, etc. Le réseau
métabolique est ainsi structuré selon la fonction des voies métaboliques, ce qui peut
refléter les objectifs de controle de la voie. Par exemple, la voie de synthése d’un acide
aminé pourrait étre régulée de maniére a toujours garantir la disponibilité de cet acide
aminé. Dans la littérature, cette notion d’objectif de controle dans les régulations n’est
généralement pas abordée explicitement, alors qu’en Automatique elle est essentielle a
la synthése de tout régulateur. Néanmoins, cette notion existe implicitement dans la
représentation méme du réseau métabolique.

1.4 Les notions élémentaires d’Automatique dans les
systémes biologiques

K -

Fi1G. 1.11  Un exemple de sous-systéme défini classiquement en Automatique

On résumera les différents travaux mentionnés dans les sections précédentes autour
des deux points suivants :
il existe des régularités statistiquement sur-représentées dans le réseau de régulation
génétique et dans le réseau métabolique;

— les concepts élémentaires de I’Automatique comme les sous-systémes (ou modules),
le «feedback» et le «feedforward» sont mentionnés |4, 12| mais sont mal définis du
point de vue entrée/sortie de I’Automatique [186] comme nous I’avons montré dans
le cas de la FFL de la figure 1.9 page 21.

La question consiste maintenant a savoir si ces régularités correspondent a des sous-
systémes opérationnels qui vont nous permettrent de mieux comprendre le fonctionne-
ment global du systéme. La réponse a cette question est malheureusement négative, et
ce pour plusieurs raisons.

Tout d’abord, 1'objet considéré dans les différentes études est incomplet, notamment a
cause du découplage artificiel du réseau de régulation et du réseau métabolique. Comme
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nous l’avons montré, il est indispensable d’intégrer tous les niveaux de controle, et en
particulier les effecteurs des facteurs de transcription. La réduction du réseau de régu-
lation génétique aux facteurs de transcription et au facteurs sigma dans les différentes
études se justifiait par I'existence de technologies bien adaptées pour observer I'impact
de ces régulateurs, mais aussi tout simplement parce que le role et I'impact des autres
types de régulations n’étaient pas connus. Les régulations par les petits ARNms ou les
ARN non codant par exemple viennent tout juste d’étre découvertes grace au progrés
technologique en paralléle. 11 va de soi que les biologistes découvriront dans le futur
d’autres mécanismes de régulation complexes et élégants. Les sous-systémes recherchés
doivent pouvoir aider a la compréhension des principes de fonctionnement du systéme
global qui, potentiellement, ne seront pas remis en cause a chaque découverte de nou-
veaux mécanismes de régulation.

Un deuxiéme point fondamental concernant la construction d’un sous-systéme en Au-
tomatique reléve de son utilité dans le contexte du systéme global. Il doit servir a quelque
chose. Cette vision finaliste des systémes correspond a la vision systémique propre a
I’Automatique qui consiste a isoler des sous-blocs possédant des bonnes propriétés du
point de vue entrées-sorties pour ensuite les interconnecter. En ce sens, la décomposi-
tion en sous-systémes est plus un art qu’'une science et reste profondément empirique.
Un sous-systéme n’a d’intérét que s’il permet de simplifier I’analyse du systéme global.
Généralement en Automatique, un sous-systéme est choisi d’aprés ses bonnes propriétés
locales du point de vue entrées/sorties. Par exemple, considérons le systéme linéaire P
bouclé par un correcteur K de la figure 1.11 ou le régulateur a été construit de maniére
a garantir des propriétés de stabilité et de performance pour le systéme en boucle fermée
vis-a-vis d’un cahier des charges donné. Le principe de la boucle de rétroaction consiste
a agir sur le systéme a travers les signaux u sur la base de l'information disponible du
systéme, c’est-a-dire sur la base des signaux mesurés y. La boucle de rétroaction permet
de désensibiliser le systéme bouclé vis-a-vis de perturbations non mesurées a partir des
signaux mesurés. En ce sens, le sous-systéme défini du point de vue entrées/sorties par
le couple (w,z) posséde de bonnes propriétés locales. A premiére vue, pour les systémes
biologiques, nous pouvons interpréter les signaux w, z, v et y comme suit. Les signaux
w et z sont les caractéristiques de 1'utilité du sous-systéme dans le contexte du systeme
global. La boucle de régulation des métabolites sur le réseau génétique correspond aux
signaux mesurés y alors que Iactivation (ou la répression) de la synthése des protéines
est le signal de commande u. Selon cette représentation, les différents mécanismes de
régulations intervenant a différents niveaux dans la cellule ne sont «que» la réalisation
et 'implémentation du correcteur. Les principes de fonctionnement sous-jacents du sous-
systéme sont alors bien indépendants de la réalisation biologique de la régulation.

Dans le chapitre suivant, nous allons chercher & identifier des sous-syst