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Résumeé de la démarche

* Hypothese : L.’acquisition de phénotypes stables par
P. aeruginosa lors d’un séjour dans les poumons de malades
atteints de mucoviscidose est-elle de nature épigéenetique?

2) Modeéle: par analyse logique genéralisée

3) Test du modele et de I’hypothese par une méthode informatique
(CTL) pour en connaitre la cohérence

4) Suggestion informatique d’expérimentation pour valider
I’hypothese.

5) Expériences




L.’etat de la question

Lorsque la bactérie opportuniste Pseudomonas aeruginosa pénetre
dans les poumons d’un malade atteint de mucoviscidose, elle peut
subir deux modifications phénotypiques indépendantes (mucoidie et
cytotoxicité), qui contribuent a en faire la cause principale de
mortalité de cette maladie.

La cytotoxicite résulte de I’expression d’un systeme de sécretion (dit de
type III) qui permet aux bactéries de contourner les défenses de 1’hote en
injectant des toxines letales dans les macrophages notamment.

L.a mucoidie désigne I’acquisition pas ces bactéries de la capaciteé de
produire un épais mucus (biofilm) qui augmente leurs résistances aux
antibiotiques et aggrave les déficiences respiratoires du malade.




L.’acquisition d’un phénotype nouveau et sable chez une bacteérie
peut résulter de mutations (ou autre remaniement
chromosomique) ou d’une modification épigénétique;

Une modification épigénétique est un évenement dynamique au cours
duquel la bactérie passe d’un état stationnaire a un autre état
stationnaire, comme par 1’effet d’un commutateur (epigenetic
switch). Le systeme dynamique correspondant est donc
multistationnaire.

De telles modifications épigénétiques ont été mises en évidence
chez E.coli , dans le cas de 1’opéron lactose (1957, 2004), du
phage lambda (1974, 1998), de la piliation pap (2003).




Il a éte conjecturé (1), puis démontre mathematiquement
(2) que Pexistence d’un circuit de régulation positive
dans un systeme d’interactions non lineaires est une

condition nécessaire (quoique non suffisante) de

multistationnarite, tandis qu’un circuit de rétroaction
négatif est une condition nécessaire d’homéostasie avec ou
sans oscillations. .

1) Thomas, R. (1981) On the relation between the logical structure of
systems and their ability to generate multiple steady states or ssustained
oscillations. Springer Series in Synergies 9 : 180-193

2) Plahte, E., Mestl T., & Omholt S.W. (1995). J Biol Syst 3, 409-413 ;
Snoussi, E. H. (1998). J Biol Syst 6, 3-9 ; Cinquin,O., and Demongeot,J.
(2001). J. Theor. Biol. 216, 229 ; Soulé, C. (2003) Graphic
requirements for multistationarity. ComPlex/Us 1:123-133



Le réseau de régulation transcriptionnelle qui contréle la
mucoidie chez P.aeruginosa
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Le réseau de regulation transcriptionnelle qui régule la synthese
du sécreton III

La sécrétion des toxines et la formation de 1’appareil de sécrétion requierent le contact
avec la cellule hote qui peut etre remplacé par une déplétion calcique du milieu (DC).
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Dans les deux cas, I’étude du réseau de régulation des genes
impliqués, montre la presence d’une boucle de regulation
positive (autoregulation) qui permet, en s’appuyant sur le
theoreme de multistationnaritée de René Thomas, de poser
I’hypothese de la nature epigenétique de ces modifications.

X= AlgU X=ExsA

Y = antisigma Muc RN Y = ExsD
ABD C .
~ - /-= sectreton III et

Z-= production de . | toxines
mucus




Cette hypothese, qui, dans le cas de la mucoiodie, va
a I’encontre de I’hypothese admise (mutation), doit
cependant éetre prise en considéeration car si elle
est verifiée elle permettrait d’envisager une
stratégie thérapeutique nouvelle, ce qui est tres
important si on se souvient que cette bactérie est la
principale cause de mortalité de la mucoviscidose, a
cause de sa resistance aux antibiotiques.

Il est donc extremement important d’etre
capable de valider cette hypothese en
s’entourant du maximum de garanties.



Modeles et Formules

Des connaissances et/ou des hypotheses biologiques on
extrait :

— des schemas de modeles :

— des propriétes :

« Sans stimuli, si x est a son niveau basal, il y reste » .
Verifier ces connaissances et/ou ces hypotheses de
maniere assistée par ordinateur [ formaliser les modeles
et les propriétes.

Utiliser une logique formelle, avec des ensembles de formules @



Les propriétes comportementales (P) sont aussi importantes
que les modeles (M)

L.a modélisation n’a de sens qu’accompagnee de
I’atteignabilite et de I’observabilite considérées

Plus elles permettent d’explorer le modele, plus le risque de
refutation est grand et plus la modélisation a d’intérét (Popper)

Rasoir d’Occam : en consequence plus le modele est simple
(peu de parametres non observables), plus il a d’intéret

Les méthodes formelles (syntaxe/semantique/preuves)
facilitent 1’abstraction et donc la simplification des modeles
— FElles assurent la cohérence de 1a modélisation
— Elles permettent d’instrumentaliser la validation des modeles
— Elles bénéficient d’un corpus de 30 ans de recherche en informatique



Les 2 questions a traiter

1 /2/_4_\
®={d,, 0, ... 0} et M= @X\l/y

*  Est-il possible que ® et M ?
Cohérence des connaissances et des hypotheses.
Construire des modeles issus des schémas précédents
satisfaisant ®. (0? M O M | M |= )

*  Sioui, est-il vrai in vivo que ® et M ?
Compatibilité d'un des modeles trouvés avec 1'objet biologique.
Proposer des plans d'expériences pour le valider/tester.



Graphe de réegulation multivalué
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Formule = Lien modeles-expériences

Les formules ainsi construites sont valides ou invalides par rapport a
un ensemble de traces donné partant d’un état donné

Elles peuvent étre confrontées a 1’ensemble des traces possibles du
modele théorique

Elles peuvent étre confrontées a 1’ensemble des expériences connues

Elles font donc le lien entre modeles et objets biologiques



Meéthode par model checking et test

* Tracer tous les reseaux de regulations avec toutes
les combinaisons de seulls possibles

* Formaliser en CTL les proprietées comportementales
connues et les hypotheses (boucles fonctionnelles...)

* Engendrer automatiguement tous les graphes de
regulation possibles (K...)

* Les confronter par model checking — retenir les
modeles rescapés

e S’Il n’en reste aucun alors remettre en cause les
hypotheses

S'’il en reste passer a la question 2 : chercher les
consequences révelatrices qui peuvent donner lieu a
des expériences

Actuellement, limitation : détermination des parametres
K qui menent a des modeles cohérents avec les
proprietés



Coherence de I’hypothese epigénetique

ExsA ExsD
2 \_1/
+

toxines

* Les 2 etats stables :
(ExsA=2) 0 AX AF (ExsA=2)
(ExsA=0) 0 AG (-~(ExsA=2))
Question 1, cohéerence : prouvée par Model Checking

— 8 modeles parmi 648, extraits par notre logiciel dédie
SMBioNet

Question 2, et in vivo ? ...



Validation de I'hypothese épigénétique

Question 2 = valider in vivo la stabilité des deux états

Etat non cytotoxique : (EXsA=0) O AG (-(ExsA=2))

Une bactérie ayant son niveau basal de EXSA ne
deviendra pas cytotoxique spontanement : validé au
guotidien

Etat cytotoxique : (EXsA =2) O AX AF (ExsA=2)

On peut générer les plans d’expérience
automatiguement



Réseau de régulation
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Réseau de regulation — graphe d’etats

Soit un des 648 cas possibles
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Formule = Lien modeles-expériences

Les formules ainsi construites sont valides ou invalides par rapport a
un ensemble de traces donné partant d’un état donné

Elles peuvent étre confrontées a 1’ensemble des traces possibles du
modele théorique

Elles peuvent étre confrontées a 1’ensemble des expériences connues

Elles font donc le lien entre modeles et objets biologiques



Meéthode par model checking et test

* Tracer tous les reseaux de régulations avec toutes
les combinaisons de seuils possibles

* Formaliser en CTL les propriétes comportementales
connues et les hypotheses (boucles fonctionnelles...)

* Engendrer automatiguement tous les graphes de
regulation possibles (K...)

* Les confronter par model checking — retenir les
modeles rescapés

e S’ll n’en reste aucun alors remettre en cause les
hypotheses

S’il en reste passer a la question 2 : chercher les
conseqguences réevelatrices qui peuvent donner lieu a
des expériences

Actuellement, limitation : détermination des parametres
K qui menent a des modeles cohérents avec les
proprietés



Coherence de I’hypothese epigénetique

ExsA ExsD
2 \_1/
+

toxines

* Les 2 etats stables :
(ExsA=2) 0 AX AF (ExsA=2)
(ExsA=0) 0 AG (-~(ExsA=2))
Question 1, cohéerence : prouvée par Model Checking

— 8 modeles parmi 648, extraits par notre logiciel dédie
SMBioNet

Question 2, et in vivo ? ...



Validation de I'hypothese épigénétique

Question 2 = valider in vivo la stabilité des deux états

Etat non cytotoxique : (EXsA=0) O AG (-(ExsA=2))

Une bactérie ayant son niveau basal de EXSA ne
deviendra pas cytotoxique spontanement : validé au
guotidien

Etat cytotoxique : (EXsA =2) O AX AF (ExsA=2)

On peut générer les plans d’expérience
automatiguement



(ExsA=2) [J AX AF (toxines=1)

AOB | Vrai |Faux Karl Popper :
Valider = tenter de réfuter

Donc A faux ne sert a rien
Donc commencer par un pulse

Vrai | Vral Faux

Faux |Vrai | Vrali

Le pulse permet d’atteindre I'état initial ExsA=2.
Sinon, il aurait fallu établir un lemme :
(ExsA=2) < (qqchose controlable)

Forme générale d’'un test:
( ggchose atteignable ) 1 ( ggchose observable )




L’expérience a pu étre réalisée, et a donné des resultas
conformes a I'ypothese (résultats soumis pour
publication).



L’ utilisation de cette méthode bio-informatique permet de poser le
concept de similitude dynamique pour comparer des réseaux de
régulation du point de vue du nombre et de la nature des états stables

fonctionnels qu’ils sont susceptibles de générer.

Cecl suppose trois étapes.

1) Déceler I’existence d’un motif comprenant un circuit de rétroaction positif
dans un sous-réseau de régulation, qui permet de poser I’hypothese d’une

dynamique multistationnaire..

2) Chercher le modéle minimum correspondant, et calculer, (quelle que soit la
méthode, mais la méthode informatique proposée ici est parfaitement adaptée) s’il
existe des parametres correspondants a I’hypothese dynamique .

3) proposer, puis réaliser une expérimentation permettant de valider I’hypothése.

L.a méthode formelle proposée ici permet aussi d’aider a formuler une telle
proposition d’expérience.
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