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Résumé

Les réseaux biologiques, notamment les réseaux iglelisation déclenchés par les
hormones, sont extrémement complexes et leur cmbistn représente un challenge
important. Les méthodes expérimentales a haut gébihettent d’aborder cette complexité,
mais la prise en compte de I'ensemble des donnéeérées requiert la mise au point de

méthodes automatiques pour la construction deaugse

Nous avons développé une nouvelle méthode diné&reautomatique reposant sur la
formalisation, sous forme de regles logiques, dsormement de I'expert sur les données
expérimentales. Cela nécessite la constitutionedlase de connaissances, ensuite exploitée
par un moteur d’inférence afin de déduire les amiohs permettant de construire les

réseaux.

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) étarttoeur des recherches de I'équipe
BIOS, et en particulier le récepteur de I’hormon#idulo-stimulante (FSH-R), nous avons

donc choisi le réseau de signalisation intracahell@éclenché par cette hormone comme
modele d’élaboration de notre méthode automatiduéedence de réseaux. En parallele, ce

réseau a également été construit manuellementgvaluwer notre méthode.

La création des régles utilisées dans notre méthdadfErence reposait sur les expériences
rencontrées dans le cadre du réseau de signatigatiait par la FSH, c’est pourquoi nous
avons choisi un modele de validation : le réseaduiinpar le facteur de croissance
épidermique (EGF), se liant a un récepteur tyrokinase. Ce réseau de signalisation est trés
étudié et par conséquent connu, c’est pourquaiusrsemblait étre un bon modele. Ce test a
pour but de démontrer que notre méthode ne seelipais a la construction d’un seul type de

réseau de signalisation.

Ces modéeles ont permis de mettre en évidenceffésedits points qui devront étre améliorés
mais surtout de démontrer la pertinence de notuwelle méthode d’inférence automatique

de réseaux de signalisation.

Mots-clés : Inférence automatique, Réseaux de signalisati@égleR logiques, Logique du

premier ordre



Abstract

Biological networks, including signalling networksduced by hormones, are very complex
and their construction represents a big challemtigh-throughput experimental methods
permit to approach this complexity, but to be ableise all generated data, it is necessary to

create automated inference methods to build nesvork

We have developped a new automated inference mdtaseld on the formalization of the
expert’'s reasoning on experimental data. This m@agois converted into logical rules. This
work requires the creation of a knowledge basechlis used by an inference engine to

deduce conclusions to build networks.

The BIOS team works on G protein-coupled recep{@GRBCR), particularly on the follicle

stimulating hormone receptor (FSH-R), that is whg Wwave chosen the intracellular
signalling network triggered by this hormone as eaboration model of our automated
method for the networks inference. In parallelsthetwork has also been built manually to

evaluate our method.

The creation of rules in our inference method waseld on experiments encountered in the
context of the signalling network triggered by FSét, this reason we have decided to use a
validation model: the network induced by the emagrgrowth factor (EGF) which binds to a
tyrosine kinase receptor. This signalling netwskalready well known, and its automated

conctruction aims to demonstrate that our methagbigeric.

These models, although they have highlighted differpoints that need to be improved,

demonstrate the pertinence of our new automatedadet infer molecular networks.

Keywords: Automated inference, Signalling networks, Logicdés, First order logic
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4
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EGFR: Epidermal Growth Factor
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GIP : GPCR Interating Protein
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Grb2: Growth factor receptor-bound
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GRK : G protein Receptor Kinase
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JNK : ¢c-Jun-N-terminal kinase
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MathML : Mathematical Markup
Language



MEK : Mitogen-activated protein kinase
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polymerase Chain Reaction

SBGN : Systems Biology Graphical
Notation
SBML : Systems Biology Markup
Language

SBO :Systems Biology Ontology

SBW :Systems Biology Workbench

SHP1 : Src homology region 2 domain-
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|- Les récepteurs couplés aux proteines G

A- Geénéralités
Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG ouepRaas a sept domaines
transmembranaires) constituent une vaste familleedepteurs membranaires qui représente
plus d’'3% du génome chez les vertébrés. Par exernglgenome humain contient plus de
800 genes codant pour ce type de récepteurs [1].
Les RCPG jouent un réle important dans la réceptierdécodage et la transduction des
signaux extracellulaires vers le milieu intracelité. De facon plus précise, un ligand
extracellulaire se complexe avec le récepteur manaire qui lui est spécifique et ce dernier
va transmettre le message a l'intérieur de la leelln réponse a ce signal, la cellule s’adapte
a son environnement.
Les RCPG sont des récepteurs présentant une gilarasité de ligands, ils sont capables de
se lier a des molécules de natures tres variééss tgue des catécholamines [2], des
eicosanoides [3], des peptides [4], des protéiBe®Uy encore des ions [6]. Ces récepteurs
sont présents dans un grand nombre d’espéces ttesprimés de facon ubiquiste. La
présence de cette famille de récepteurs dans und gr@mbre de tissus leur confere un role
important dans virtuellement tous les processusiplogiques, tels que la vision, I'immunité,
la contraction musculaire et la reproduction.
Les RCPG présentent donc une grande diversitérigidos biologiques et de ligands, ce qui
leur confére un grand intérét pharmacologique. Argihui, environ 40% des médicaments
ciblent cette famille protéique [7]. Les RCPG saatpables d’'induire des réseaux de
signalisation cellulaire d’'une telle complexité ijui’est actuellement pas possible de les
décrire de fagon exhaustive. La compréhension li&alles mécanismes moléculaires et
cellulaires engendrés par ces récepteurs pouresihgitre de développer des traitements
capables de les moduler, de les activer ou denlgbdr totalement ou partiellement. Cette
complexité pour étre maitrisée, nécessite de dppelodes méthodes de construction des

réseaux moléculaires.
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B- Structure

En 1986, Dixon et al [8] ont étudié la structure mbeepteurf-adrénergique par analyse
d’hydropathie, ce qui a révélé I'existence de defifces transmembranaires. Ce travail a
ensuite été effectué, en 1992, pour 39 RCPG, afsauti au méme résultat [9]. Cependant,
c’est a partir d’expériences de cryo-microscopecibnique et de structure cristalline haute
résolution obtenue par diffraction aux rayons Xe ¢a structure de la rhodopsine fut validée
[10, 11] (structure cristalline en 3D disponiblendda banque de donnéesotein DataBank
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbld=8F&Figure 1). Ensuite, différentes

structures de RCPG ont été découvertes telles gustrlicture cristalline de I’hormone

folliculo-stimulante complexée a son récepteuryétepteu2 adrénergique complexé avec
un agoniste de l'adrénaline ou encore complexé awec protéine G stimulatrice, de la

rhodopsine non stimulée [12-15].

Figure 1 : Représentation 3D en ‘ruban’ de la $tmecde la Rhodopsine [11]

Vue en paralléle de la membrane plasmique

Les RCPG présentent donc une structure commune sichélicest transmembranaires
reliées par trois boucles intracellulaires et ttmisicles extracellulaires (Figure 2). La queue

amino-terminale (ou N-terminale) du récepteur deesiau niveau extracellulaire et est
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impliquée dans la fixation du ligand. Les sept ¢esdia transmembranaires participent a la
transduction du signal depuis le domaine extralzgtkl vers le domaine intracellulaire. La
queue carboxy-terminale (ou C-terminale) est imditataire et contient une huitiéme héliae

[11, 16]. Cette partie du récepteur présente egalemle multiples sites de phosphorylation.
Cette queue C-terminale ainsi que les boucles delltdaires sont impliguées dans

I'activation de voies de signalisation et dansdaeahsibilisation du récepteur.

NH2

Boucles extracellulaires

ik 2 3 Milieu extracellulaire

Membrane
plasmique

/ Milieu intracellulaire

1 2 3

Boucles intracellulaires COOH —

Figure 2 : Structure générale en 2D d’'un RCPG

La structure générale est commune a tous les RCR(S inexiste tout de méme des

différences, ce qui a permis de mettre au pointalamsification.

C- Classification

Les RCPG ont été classés avant la découverte destaicture tridimensionnelle. Cette
classification repose sur des alignements de ségaanais aussi en prenant en compte leurs
différents ligands. Bockaert et Pin [17] proposené classification en six grandes familles
(Figure 3).
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Figure 3 : Classification des RCPG selon [17, 18]

(A) Représentation des 3 principales familles dersite de fixation du ligand a été caractérisg¢.ABre
phylogénétique des 6 familles de RCPG



Famille 1 : Cette famille est aussi connue sous le normhddopsin-like Les RCPG de cette
famille présentent quelques résidus conservés aeanmi des hélices, par exemple, ils
contiennent un motif E/D-R-Y/W au niveau de la déme boucle intracellulaire. De plus, il
existe un pont disulfure entre les boucles exthalegles 1 et 2.

Cette famille est subdivisée en trois groupes @ction du site de fixation et de la taille des
ligands. Le groupe la présente un site de fixaioniveau des hélicestransmembranaires,
les récepteurs de ce groupe sont capables dedeseligands de petite taille. Le groupe 1b
présente un site de fixation du ligand a chevaleetd queue N-terminale, les boucles
extracellulaires et la partie supérieure des helinsmembranaires. Ces récepteurs ont pour
ligands des peptides. Le groupe 1c présente ungeduderminale bien plus longue que les
autres et celle-ci prend en charge un ligand dendgrataille tel que des hormones
glycoprotéiques. Cette extrémité N-terminale essdz cas un domaine globulaire.

Pour cette famille de RCPG, deux « poches » ddidixales ligands ont été déterminées de
facon plus précise. La premiere, qui concernedeige 1la, est située entre les hélices 3, 4, 5,

6 et 7 et la deuxieme, qui concerne le groupe stdpealisée entre les hélices 1, 2, 3 et 7 [19].

Famille 2 : Cette famille est aussi connue sous le norsateetin-like Elle ne présente pas
les acides aminés conservés retrouvés dans lddalniCes récepteurs présentent une queue
N-terminale structurée de facon a se lier a detigepde grande taille tels que le glucagon.

Le site de fixation du ligand se situe en partielaypremiére boucle extracellulaire.

Famille 3 : La troisieme famille de RCPG présente une queter@inale plus longue que
les autres familles. La particularité de cette fEmest la présence d’une structure dite
«Venus Flytrap> (référence a la plante carnivore du méme nom)pgemd en charge la
fixation du ligand, neuropeptide ou phéromone.

Famille 4 : Cette famille de RCPG est tres peu connue. lIstrété localisés qu’au niveau de
neurones sensoriels de I'organe vomeéronasal etgent avoir pour ligand des phéromones
[18]. Une étude sur le récepteur VN1R montre cgeéillie a un ligand volatile et présente une

fonction proche de celle des récepteurs olfackifg.|

Famille 5: Cette famille est composée de récepteurs homotogieefrizzled et de
smoothenedqui sont des protéines impliquées dans le dépeloent de la Drosophile [18].
Les récepteurdrizzled-like ont pour ligand des glycolipoprotéines Wnt qui colent le
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développement embryonnaire et I'homéostasie chedulie [21]. Quant au récepteur
smoothenedl a la particularité d’étre soumis a une inhidoit par un autre réceptepatched
Cette inhibition est levée par la fixation de latgineHedgehogsurpatched(Figure 4) [18].

Cette protéiné¢dedgehogest impliquée dans le développement embryonnaire.

Smoothened
\/

Sans Hedgehog

Hedgehog
Patched Smoothened

Avec Hedgehog

Figure 4 : Inhibition du récepte@moothenegar le récepteuPatched

Famille AMPc : Cette famille de RCPG a été caractérisée depyostelium discoideum

[22], Dictyostelium minutunj23], Polysphondylium pallidunet Dictyostelium aureostipes
[24]. Ce type de récepteur est impliqué dans leeldpement de I'organisme et la

chimiotaxie [24, 25]. Il n’existe pas d’homologueez les vertébres.

Les RCPG sont donc une superfamille de réceptenéseptant des caractéristiques
communes mais aussi des différences structurale&smanmoins, les mécanismes de

signalisation cellulaire induits par ces récepteassent similaires.

D- Mécanismes de signalisation cellulaire

Tous les RCPG induisent des voies de signalisatédinlaire lorsqu’ils sont activés par la
fixation de leur ligand. Les phénomenes observés l&xtivation d’'une voie dépendante des
protéines G, suivie d'une désensibilisation degptaurs a cette voie. Cette désensibilisation
est suivie de linternalisation du RCPG et de Raion de voies de signalisation

indépendantes des protéines G (Figure 5).
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Figure 5 : Schématisation des différents mécanisnuksts par l'activation d'un RCPG [26]

L’activation du récepteur induit la voie G dépenarsa désensibilisation, I'endocytose du récepteais
également des voies de signalisation indépenddeteprotéines G.

1- Signalisation dépendante des protéines G

Les RCPG, comme leur nom l'indique, sont capabkesal coupler aux protéines G qui ont
une activité GTPase. Il existe deux théories g@ame couplage, la premiere est le pré-
couplage RCPG-Protéine G et la deuxieme est lagordgre » entre le récepteur activé et la
protéine G par diffusion grace aux mouvements mandires. Les expériences de Mueller et
al [27] ont montré une amplification de l'activati@les protéines G par un seul récepteur.
Cette amplification montre gu'’il n'y a pas une septotéine G activée par le récepteur mais
plusieurs, ce qui signifie que le complexe réceppeatéine G n'est pas figé, donc cela

favorise la théorie de la rencontre par diffusiBig(re 6).

Mouvements

Figure 6 : Rencontre d'un RCPG activé avec uneépmeiG

Le récepteur activé par la fixation de son ligabhdaeprotéine G se rencontrent grace aux mouvenaess
lipides constituant la membrane plasmique. AlorsiqiRCPG inactif ne se lie pas a la protéine G.
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La fixation du ligand a son récepteur provoque lngement conformationnel de ce dernier,
ce qui explique qu’un récepteur actif est capablsalcomplexer a une protéine G alors qu’un

récepteur inactif n’en est pas capable.

Les molécules communément nommeées protéines G epntéalité des complexes
hétérotrimériques composés d’'une sous-umjténe sous-unit@ et une sous-unitg (Figure

7) [28, 29].

La protéine G dans son état inactif est liée amakécule de GDP (Figure 7). Lorsqu’elle est
activée par fixation a un RCPG actif, la molécube@DP est échangée contre une molécule
de GTP, ce qui provoque la dissociation de la pret€&s en deux parties, un complexe
compose de la sous-unitéliée au GTP et un autre complexe composé desisutésf3 ety.
Ainsi libérée, la sous-unité agit sur ses cibles jusqu'a ce que le GTP gu'etige soit

hydrolysé en GDP, ce qui provoque la reformatioffifdgérotrimere inactif de proteine G.

Protéine G inactive

. P J{.
F Y
- GTP
Pi & ‘ ’,/
\\‘ /
S \“\. - .
H20 o~ "~ GDP
. + Bd
GTP o

Protéine G active

Figure 7 : Mécanismes d’activation et de désadtimad’'une protéine G
(RCPG non représenté)

Il existe différents types de sous-unitégjui ont différents effecteurs. Des alignements de
séquences de ces sous-unie®nt été réalisés, ce qui a permis de construireanme
phylogénétique qui permet d’obtenir les regroupassaivants [30] :

- Gas (stimulation) / @Golf (olfaction),

- Goai (inhibition) / GoO / Goz / Gat (transducine),

- Goq / Gall / Gul4d / Gul5 / Gul6,

- Gol2 / Gul3.
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Les différentes protéines G agissent sur un gramdbne d’effecteurs (Figure 8). La sous-
famille Gas/Gaolf induit la production d’AMPc grace a l'activatiode I'adénylate cyclase
[31-36]. LAMPc est un second messager qui actav®KA et EPAC par complexation [37-
40]. Ces derniers participent notamment a I'actbvatle la cascade des MAP Kinase ERK
[40-42]. La PKA est également un régulateur dedadcription et de la traduction grace a son
action sur CREB et sur p70S6Kinase respectivenigatplus, cette enzyme est capable
d’auto-régulation par activation des phosphodies&s qui dégradent TAMPc en AMP [32,
43].

La sous-famille Gi/O/t/z induit une inhibition de la production d’ARE mais aussi une
activation de la cascade MAP Kinase ERK, la cascidat/IJNK, les signalisations
dépendantes de Src et PI3K [44-51].

La sous-famille @12/13 induit une signalisation dépendante de S¥&Rlb/ROCK [52, 53],
mais aussi la voie JNK qui conduit a I'activation f&cteur de transcription Nrf2 [54] et la
voie JAK/STAT [55].

La sous-famille Gg/11/14/15/16 induit la production des secondssagsrs IP3 et DAG par
lintermédiaire de la phospholipase C [56-62]. IR8uit I'ouverture de canaux ioniques<a
et ce qui provoque I'augmentation de la quantitidas C&" dans le cytosol [63]. Les ions
Cd" et DAG sont nécessaires pour 'activation de Rene PKC [64]. La sous-famille @@
est capable d’activer difféerentes voies de sigadbs impliquant notamment Rho,
p38MAPK, MAP Kinase ERK et IKK [65, 66], d'inhibda voie PI3K [67, 68] et de réguler
la transcription en agissant sur les facteurg BIEt STAT [66].

Pendant tres longtemps, les sous-unitésnt été considérées comme étant les seules sous-
unités des protéines G a étre capables de décledekevoies de signalisation, or il s’est
averé que le complex est impliqué dans I'ouverture des canaux potassifO] et dans le
recrutement des GRK pour phosphoryler les RCPG T1(, De plus, complex@y induit
I'activation du complexe PI3K et des phosphodiestés [72, 73].
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Les sous-unités & et Gxi sont capables d’activer la protéine Src directeni{€igure 8)
[74]. Cette protéine est trés importante car ebe impliquée dans différentes voies de
signalisation, notamment la transactivation degptaurs des facteurs de croissance par les
RCPG [75-77].

Figure 9 : Représentation schématique d'une tramadon d’'un récepteur tyrosine kinase

Un RCPG actif induit I'activation de Src via la ssunité Gxs de la protéine G. Src phosphoryle ensuite le
récepteur tyrosine kinase (RTK). Cette étape mest la seule induite par un RCPG car il est augsalde
d'activer des métalloprotéases, qui sont des preséiransmembranaires (le mécanisme exact estninpofes
meétalloprotéases (représentées par une partigrteamisranaire et une téte de Pacman) sont capables/ele
un pré-facteur lié a la membrane en facteur lilsite (de clivage représenté par la double flechgapuCe
facteur vient ensuite se fixer a son récepteugut@vec la phosphorylation induite par Src indoit activation.

Un récepteur est transactivé si le signal inits&lrecu par un autre récepteur et conduit & son
activation. Les récepteurs des facteurs de craigs@mecepteurs tyrosines kinases) doivent
étre phosphorylés pour étre totalement activés.p&rticipe donc a cette transactivation car

elle phosphoryle les récepteurs tyrosines kinasedes résidus tyrosines.

Un RCPG peut activer préférentiellement un typegéine G mais peut également activer
un ou plusieurs autres types tels que :

» Récepteur dopaminergique 1o% Guolf) [78]

» Récepteur a 'adénosine A2aRo@) [36, 78],

» Récepteur de la FSH G, Gui) [45, 79],

» Récepteur$ adrénergiques (@) [80],

* Récepteurs de tygeizzled-like(Gi/o) [49],

* Récepteur adrénergiqoR (Gz) [47],

» Récepteur dopaminergique 4diGGao et Gat) [48, 78].
* Récepteur dopaminergique 5¢%Gaq) [78],

* Récepteur de la sérotonine SHTR2a{G) [81],
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» Récepteur de I'angiotensine AT1lad@ [82],

* Récepteur de la thyrotropine @5 et Gi16) [83, 84],

* Récepteur purinergique P2Y2d&5) [63].

* Récepteur du thromboxane TX@Ga12/13) [52],

* Récepteur de I'hormone thyroido-stimulantex(@/13) [54].

La voie G est ensuite désensibilisée, c’est-aglieedes mécanismes se mettent en place pour

arréter cette voie de signalisation.

2- Désensibilisation des récepteurs

Un court instant aprés I'activation d’'un RCPG, descanismes de régulation sont enclenchés
afin d’empécher une production excessive de secoressagers, c’est la désensibilisation.
Cette désensibilisation peut étre réalisée suigank procédes :

» Elle peut étre ligand-indépendante, c’est la déb#isation hétérologue,
» Elle peut étre ligand-dépendante, c’est la désgissition homologue.

Figure 10 : Représentation schématique des dédesaibns hétérologue et homologue.

Les kinases PKA et PKC activées par le RCPG, vientee phosphoryler. Elles phosphorylent le récepteu
I'état actif mais aussi a I'état inactif, c’estdésensibilisation hétérologue. Les GRK phosphotyl@muement
le récepteur a I'état actif, c’est la désensibil@ahomologue. Reproduction a partir de [85].

Désensibilisation_hétérologue Ce type de désensibilisation des RCPG fait intervees

kinases dont l'activation est dépendante des secorabsagers, la PKA et la PKC (Figure
10). Ces kinases phosphorylent les RCPG sur ledugésérines et thréonines ce qui entraine
une impossibilité de couplage des protéines G. @messus est défini comme une

désensibilisation hétérologue car elle n'est pagcifgue aux RCPG actives, les RCPG
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inactifs sont également soumis a cette désensitidis (Figure 10). Certains RCPG sont
phosphorylés uniquement par une des deux kinas&st @2 cas pour le récepteur
muscarinique de I'acétylcholine, le récepteur dopangique 3 ou encore le récepteur P2Y1
[86-88].

Les travaux de Bouvier et al [89] ont montré qusuppression des sites de phosphorylation
du récepteuf2 adrénergique induit un retard mais pas une amolde la désensibilisation.

Ceci signifie qu'il existe un autre mécanisme impé dans la désensibilisation des RCPG.

Désensibilisation homologue La désensibilisation des RCPG n’est pas contrsdédement

par la PKA et/ou la PKQAn vitro, le récepteuf adrénergique est phosphorylé et montre une
activation de la voie dépendante des protéinesdniteé en présence de la kingsaRK
(GRK) purifiee [90]. Cette famille protéique des KRst composée de sept membres, de
GRK1 a GRK7. GRK1 et GRK7 sont localisées uniquendans la rétine et GRK4 dans les
testicules [91, 92]. Les autres GRK sont exprimdEefacon ubiquiste.

L’activation d'un RCPG induit le recrutement a l@mbrane des protéines GRK2 et GRK3.
Elles se lient au complexe formé par les sous-sfliyéde la protéine G activée et sont ainsi
recrutée a proximité des RCPG activés. Les GRKBRI6 sont constitutivement présentes a
la membrane et viennent interagir avec le RCPQG. a€te mode de désensibilisation dépend
de I'activation du RCPG par son ligand, elle estdappelée désensibilisation homologue ou
encore désensibilisation ligand-dépendante (FigjQye

Les GRK phosphorylent des sérines et des thréoamesveau de la queue C-terminale et de
la troisieme boucle intracellulaire du réceptewrs @hosphorylations induisent le recrutement
des-arrestines qui sont des protéines adaptatrices.p@seines, comme les GRK, entrent
en jeu uniquement dans le cas de la désensibiisattmologue. Elles viennent se fixer aux
récepteurs phosphorylés par les GRK et empéchenulgage aux protéines G [93]. De plus,
elles sont impliquées dans le processus d'intezaidin des RCPG [94].

3- Internalisation et devenir des RCPG

L'internalisation des RCPG est une conséquenc&adion des GRK et dgs-arrestines. Elle
se déroule de la fagcon présentée sur la Figureekl-arrestines permettent la fixation de la
clathrine et d’AP-2. Ceci entraine la formation rBuvésicule avec un « manteau » de

clathrine. Lors de ce processus, la dynamine eattée afin de « fermer » la vésicule.
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Figure 11 : Internalisation et devenir intracelitdades RCPG [95]

Une fois la vésicule d’endocytose formée (endosores)p-arrestines se dissocient des
RCPG, ce qui va permettre a des phosphatases Hesidyryler les récepteurs. En paralléle,
les endosomes s’acidifient, ce qui permet la disson entre le ligand et son récepteur.
Lorsque cette étape est réalisée, le récepteurgbeusoit recyclé a la membrane plasmique
pour recommencer un cycle d’activation, soit déegrdda poly-ubiquitination des protéines

conduit a leur adressage au protéasome, systendégtadation. Si le récepteur est poly-
ubiquitiné, il sera dégradé, sinon il sera recyclé.

Les GRK et leg3-arrestines sont ainsi des acteurs directs de deyidse des RCPG mais

aussi d’'une signalisation indépendante des pradéme

4- Signalisation indépendante des protéines G

La voie dépendante des protéines G a longtempsoétgidérée comme l'unique voie de
transduction du signal de cette famille de récapteddais il existe aussi différents modes de

signalisation indépendants des protéines G notarmwieefesp-arrestines.

En fonction des motifs de phosphorylation des R@RGles GRK, leg-arrestines adoptent

des conformations différentes. Il y a un « codeearsur le récepteur, imposé par les GRK
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qui a pour effet de diriger l§sarrestines dans la conformation adaptée afin dirigger vers

un évenement cellulaire ou un autre [82, 96].

Différents travaux ont montré que la déplétion dRK@/3 par siRNA renforce fortement le
signal MAP Kinase ERK et la déplétion en GRK5/Gdffit ce signal. Ceci a été réalisé pour
les récepteurs AT1AR, Met le récepteur FSHR [97-99]. Heitzler et al [82} également

montré ce découplage entre les GRK2/3 et GRK5/6 [esurécepteurs de l'angiotensine, le
récepteur2 adrénergique, le récepteur de la vasopressinéeMfécepteur de la FSH et le
récepteur de la neurokinine 1. Ces travaux montjaeatles GRK2/3 inhibent la transduction

du signal par leB-arrestines alors que les GRK5/6, au contrairstitaulent.
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Figure 12 : Modéle de spécialisation fonctionndis difféerentes GRK [100]

Les RCPG activent une voie de signalisation dépsrddes protéines G avec production de secondsagerss
une désensibilisation et une internalisation viea BK2/3 et le3-arrestines ainsi qu’une voie de signalisation
dépendante dgsarrestines.

La Figure 12 montre le modele que Reiter et Lefkpwint proposé quant a la fonction des
différentes GRK [100]. Les GRK2/3 sont impliquéesns la désensibilisation et

I'internalisation des RCPG, ce qui explique qu'eliehibent le signal MAP Kinase ERK dans
les expériences précédemment citées, alors quiamag®, les GRK5/6 sont impliquées dans
I'activation de la voie de signalisation MAP KinaB®K. Les RCPG sont donc capables
d’'induire une signalisation dépendante des prosei@Bemais également une signalisation

indépendante des protéines G.
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Tableau 1 : Signalisation dépendante [gl@srestines
induite par les RCPG (reproduction a partir de [101

1 = activation,! inhibition

RCPG Activité B-arrestines dépendante
B2AR ERK1/21
NF-kB |
AAR Srct
ERK1/21
AT1R ERK1/2 @-arrestine 2}
RhoA (3-arrestine 1)
Jnk1
PAR-2 ERK1/21
Cofilin 1
LIMK |
PI3K |
PTHR ERK1/21
V2R ERK1/21
CXCR4 p38MAPK 1
D2R Akt |
MOR ERK1/2 @-arrestine 2)
mGLUR1 ERK1/21
GHS-Rla ERK1/21

B-arrestines : De nombreux travaux ont été réalisés afin de dorendimplication desp-
arrestines dans les voies de signalisation indpéedes RCPG. Dans une revue, Defea [101]
a répertorié quelques régulations flemrestines sur différentes voies (Tableau 1).

D’autres travaux ont également montré queflesrestines sont impliquées dans l'activation
des MAP Kinase ERK et de la rpS6 dans le réseauitipadr la FSH [99, 102]. Le tableau
montre que le-arrestines activent la kinase Src dans le casédepteurs2 adrénergiques,
ce qui est démontré également par les travaux dm €hal [103] dans le cas du récepteur

Prostaglandine E2.

Une étude sur l'influence dgsarrestines dans la signalisation induite par I€P8 a été
menée sur le phosphoprotéome induit paricagestines en aval du récepteur AT1aR et cela
montre une grande diversité d’actions de ces presé{Figure 13) [104]. LeB-arrestines
agissent dans différents mécanismes cellulairesgigt la voie MAP Kinase ERK et la voie
PI3K.

Les études sur ces differents RCPG montrent I'étertt la signalisation dépendante des
arrestines. En fonction des voies qu’elles activeltes sont impliquées dans divers processus

cellulaires, tels que le cycle cellulaire ou largamisation du cytosquelette.
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Figure 13 : Inférence du réseau de kinases déptsldegi-arrestines en aval du récepteur
ATlaR

Construction a partir du phosphoprotéome dépendastB-arrestines et de linteractome (issue de [104])
Rectangle vert : protéine identifiée dans le phoppbtéome induit par Ig¥-arrestines, ellipse orange : protéine
interagissant avec Igsarrestines, hexagone rose : protéine identifiées danteractome et le phosphoprotéome
des B-arrestines, rectangle gris : protéines régularicennues mais non identifiées dans l'interactoke e
phosphoprotéome dgsarrestines, fleche rouge : régulation des phoggduiion et déphosphorylation, ligne
noire : interaction avec lgsarrestines, en pointillés : régulations des pre®irégulatrices.

Autres voies de_signalisation :Différentes études ont permis de mettre en évielales

interactions d’autres molécules avec les RCPG etpqurraient induire une signalisation

indépendante des protéines G etftlasrestines. Par exemple :

Src : L’activation de Src est complexe. Il a été expliqnius haut que cette protéine peut étre
activée via les protéines G, via IBsarrestines mais d’autres études montrent ausssone
activation pourrait se faire directement via le RECIRi-méme, par exemple les récepte2s

adrénergiques et le récepteur a la sérotonine, 95, 106].

APPL1 et APPL2 ies recherches sur le récepteur FSHR montrentcamplexation avec
APPL1 [107] et avec APPL2 [108]. Il est donc poksiQue ces interactions induisent des
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voies de signalisation, d’autant que le complexd® XBFSHR induit la production d’IP3
[109]. Cette interaction n’est cependant pas dépmtedde la fixation de la FSH a son

récepteur.
14-3-3 : Des études montrent que les RCPG peuvent se coenpeec la protéine 14-3-3
(PAR2, FSHR, GPR15) [110-112]. Le rble exact déecebmplexation n’est pas connu mais

14-3-3 est importante car elle est impliquée dangrand nombre d’évenements cellulaires.

Protéines & domaine PDZDes travaux ont montré que le récepteur de la smstaine de

type 2 est capable de se lier au domaine PDZ qeottine cortBP1 [113]. Ce récepteur
interagit avec la cortactine et les filaments disstce qui révele un lien entre les RCPG et le
cytosquelette. La protéine a domaine PDZ, EBP5(0esau récepteuff2 adrénergique et

participe a son recyclage a la membrane plasmitjLg [

E- Récepteur de I’hormone folliculo-stimulante (FSH

La signalisation induite par I'hnormone FSH est aeuc des recherches au sein de I'équipe
BIOS. C’est une hormone glycoprotéique composéged sous-unitésy qui est commune
avec la LH (Hormone lutéinisante), la TSH (Thyréuosiine) et la hCG (Gonadotropine
chorionique), et une sous-unifé qui lui est propre [115, 116]. La FSH est sécrgiae
I'hnypophyse sous l'action de la GnRH et circule sl sang jusqu’aux cellules présentant le
récepteur adapté, FSHR, qui est un RCPG [79]. €ddes cibles sont les cellules de Sertoli
dans les testicules et les cellules de la Granuasa les ovaires [117]. La FSH patrticipe au
contréle de la reproduction. Elle permet le bonodment de la spermatogenése chez les
males ainsi que la croissance et la maturatiorcéddlires chez les femelles [118].

Une mutation de la FSH peut avoir pour conséqueneeforte diminution de la fertilité de
I'individu ou une stérilité. Lors d’'un Knock Out () du géne codant la sous-untée la
FSH chez des souris, les femelles sont stériled][Tie plus, lorsque le géne de la sous-unité
B de la FSH est muté, les femmes peuvent préseneeaménorrhée primaire alors que les
hommes peuvent montrer une azoospermie. Si c'ggrle codant pour le récepteur qui est
muté, les femmes présentent une insuffisance ouaiprimaire et les hommes une altération
de la spermatogenése [120]. De méme, des exp&ielec&O du géne FSHR montrent un
défaut de développement testiculaire chez les s¢i@il]. Ceci montre bien que si la FSH ou
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son récepteur est déficient, les individus présentme fertilité altérée, voire méme une
infertilité totale.

Du fait de son importance dans le contrdle depaoduction, la FSH est utilisée dans le cadre
de la procréation médicalement assistée (PMA).feesnes sont traitées avec des hormones
gonadotropes : FSH et LH ou hCG, ce qui peut apour conséquence I'apparition d’'un
syndrome d’hyperstimulation ovarienne qui, dandosme la plus sévere peut étre mortel
[122].

Dans le domaine de la pharmacologie, que ce soinétecine de la reproduction ou en
zootechnie, il serait intéressant de créer descoul@é capables de mimer les effets de la FSH
sans conduire aux mémes complications.

Pour répondre a une telle ambition, il faut d’abdgtte en mesure de connaitre les
meécanismes cellulaires induits par la FSH et notamres mécanismes de signalisation. Une
revue sera présentée dans la partie « Signalisatituite par I’hormone folliculo-stimulante

(FSH) » représentant une cartographie non exhaudé\a signalisation induite par la FSH.

40



lI- Construction de réseaux biologiques : Etat'dé |

Un réseau est un ensemble d’éléments en interdesams avec les autres, les éléments sont
appelés nceuds, reliés par des arcs (les interaktibans le domaine de la biologie, on
distingue différents types de réseaux :

* Moléculaires (régulations géniques, métaboliquesjesy de signalisation) qui
représentent les interactions entre les molécules,

* Neuronaux qui représentent les interactions ear@éurones,

* Phylogénétiques qui représentent des interactimotutéves, pour indiquer quelle
espece dérive de quel ancétre,

» Ecosystémiques qui représentent les interactioms da& écosystéme ou entre les
écosystemes.

Ces travaux de these reposent sur linférence deeles de voies de signalisation, c’est

pourquoi seules les méthodes de construction desug& moléculaires seront présentées.

Les réseaux moléculaires sont utilisés pour répmoralrdifférentes problématiques. lls
permettent de décrire, d’identifier et de comprendes systemes biologiques tels que les
réseaux de genes ou les voies de signalisatiorpellsent aider dans la prédiction de la
fonction des génes ou pour élucider les propridessprotéines. lls permettent de prédire le
comportement d’un systeme en cas de perturbatiosigdentifier les molécules touchées par
ces perturbations. lls peuvent servir de base piolentification des interactions physiques

entre les composeés. Et ils participent a la déadende nouvelles cibles thérapeutiques.

Il est possible de classer les différentes méthadiisées dans I'acquisition de réseaux
moléculaires en trois groupes distincts. D’une,phyta la construction manuelle, c’est-a-dire
la description manuelle de ce qui est connu. Déautart, il y a la construction semi-
automatique reposant sur des outils de fouille edeget Pour finir, il y a la construction
automatique. Cette approche repose sur I'élabaoradi® programmes informatiques pour
construire les réseaux. De plus, certaines méthoaleduisent a la prédiction d’évenements

inconnus et a la génération d’hypotheses a pataedqui est connu.
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A- Approche manuelle

Les biologistes peuvent construire des réseaux aulaliées a partir de la littérature

scientifique et/ou des banques de données.

1- Bibliographie

Un chercheur peut créer manuellement son propeawvéa partir de la littérature, de ses
propres expeériences et de son expertise dans laidem

Il existe des réseaux construits manuellement, acorpar exemple, Caron et al [123] ont
construit un réseau concernant mTOR et ses régufatiD’autres chercheurs voulaient
connaitre le réseau moléculaire des cellules ssunfenuellement de fagon a valider leur
méthode automatique [124]. Nous avons nous-mémésééane cartographie de la
signalisation induite par la FSH a partir de I&éhature, afin d’avoir un modele permettant
d’évaluer 'inférence automatique de ce méme ré$gab]. Nous n'avons d’ailleurs pas été
les seuls a construire ce réseau manuellement.[U2@] étude a également été réalisée sur le
contrdle de la traduction par les RCPG [127].

Malheureusement, cette méthode est tres colteusamgs et souléve le probleme des biais
dus a l'interprétation et aux choix du cherchewr.dhercheur se réfere a ce qu’il connait et
peut donc passer a c6té d’éléments importantsshavéqui I'intéresse. L'exemple concret de
la limitation de I'exploitation des données résidans les expériences a haut débit,
I'expérimentateur regarde les quelques génes dgipes qu’il connait et ne traite pas le reste
qui peut cacher des données importantes. Dans lé¢'aae puce a ADN pangénomique, il est
difficile d’analyser I'expression de milliers derggs sans oublis, ni erreurs. De plus, il y a des
possibilités d’erreurs dues a l'interprétation dasrcheurs. Par exemple, Gonzalez-Robayna
et al [128] présentent WVestern Blode la protéine Rafl qui montre que sous l'actieriad
FSH, son expression augmente. Les auteurs affirquemia FSH active la protéine Rafl or
cette protéine pour étre activée doit étre phogpéersur la sérine 338 et I'expérience montre

uniguement une augmentation de la quantité de Rafl.

2- Banques de données

Il existe des banques de données genéralistegguaupent un grand nombre d’'informations
sur les interactions moléculaires. La Figure l4s@née quelgues exemples de banques de
données ou des informations sur les réseaux peldtemtextraites. Par exemple, il est

possible d'utiliser les voies métaboliques présentdans la banque de données KEGG ou
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encore les voies de signalisation décrites danstBm&. Certains chercheurs combinent
méme les informations issues de différentes band@e®nnées pour créer les réseaux qui les

intéressent [129].

Category Content Examples

Protein—protein interactions Mainly pairwise interactions between DIP, BIND, STRING, HPRD
proteins

Metabolic pathways Biochemical reactions in metabolic KEGG, Reactome, ENZYME
pathways

Signaling pathways Molecular interactions and chemical STKE, Reactome, TRANSPATH
modifications in regulatory pathways

Transcription factors/Gene regulatory networks  Transcription factors and the genes JASPAR, TRANSFAC, RegulonDB
they regulate

Pathway diagrams Hyperlinked pathway images KEGG, HPRD, SPAD

Protein—compound interactions Interactions between proteins and ResNet, CLiBE
compounds

Protein sequence focused Diverse pathway information in REBASE
relation with sequence data

Genetic interaction networks Genetic interactions, such as epistasis BIND, BioGRID

Figure 14 : Exemples de banques de données répattdes interactions moléculaires
(Tableau issu de [130])

Il existe également des banques de données spéemlidans un groupe taxonomique
particulier, par exemple, RegulonDB regroupe tolgesnformations concernakscherichia
coli.

Certaines équipes de recherche ont tout de méme eenguestion la qualité de ces banques
de données. C’est pourquoi des tests de cohéreme&tcoréalisés, en confrontant ces données
a des profils d’expression afin d’évaluer la conyadie et la qualité des informations. Dans le
cas dEscherichia coliun test de cohérence a été fait entre des prbélgpression de genes
acquis suivant différentes conditions et la basguR&DB construite via les connaissances
issues de la littérature, mais les résultats sé¢ mamtrés peu satisfaisants [131]. Ce genre
d’'observations ouvre de nouvelles discussions coacé la concordance entre les
connaissances stockées et les expériences. Ddngt,c8hin et al [132] ont développé une
méthode afin de tester automatiquement la cohérente des données de puces a ADN et
les connaissances.

Un autre probleme qui peut étre rencontré dandadesjues de données est la tracabilité de
I'information, en particulier 'absence d’un liemtee I'interaction présentée et une référence
bibliographique. Par exemple, dans la banque denéks Transpath version Professional

2008.4, 88892 interactions étaient liées a une es références Pubmed sur un total de
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161813 interactions. Il y avait donc un problemerdeabilité pour 46% du contenu de cette
ancienne version de Transpath [133].

De temps a autre, les banques de données germ&raglistivent eégalement contenir des
erreurs : par exemple, une interaction peut étreritdé avec un lien vers sa source
bibliographique et, lorsque la source est étudiggeraction et les molécules ne sont pas
présentes dans la source donnée. Notamment, umer ele saisie de la référence peut se

produire en cas de curation manuelle des données.

3- Conclusion sur I'approche manuelle

La construction manuelle de réseaux moléculairakesge plusieurs problemes. D’'une part, le
traitement des données a haut débit est humainemgotssible ou extrémement long. De
plus, lorsqu’un réseau est construit manuelleniepeut étre biaisé par l'interprétation de la
personne qui le construit. Il peut également cantdes erreurs. Et surtout, comme toutes les
données ne peuvent pas étre intégrées, il esht@splet.

De plus, lorsqu’un travail est effectué a partis denques de données, il est nécessaire
d’évaluer la qualité et la tracabilité de la souwlgaformation.

En conclusion, ce type de construction de réseatiréellement long, difficile et incomplet,

c’est pourquoi une approche automatique est ndeessgourd’hui.

B- Approche semi-automatique

Pour construire des réseaux moléculaires, différentils ont été développés. Par exemple, il
est possible d'utiliser des données de puces a ABhs 'outil proposé par I'entreprise
Ingenuityqui grace aux données disponibles dans la bangdemhéesngenuity Knowledge
Database (construite grace a de la fouille de textext mining, reconstruit le réseau
moléculaire correspondant. Cela a été réalisé jgooonstruction de réseaux induits par des
allergénes dans les lymphocytes T [134]. Il estedgant possible de créer un réseau a partir
du nom des protéines avec des logiciels tels Ratbway Studicqui contient une base de
donnée créée a partir d'un outil @t miningdu logicielMedScar{135].

Ces systemes permettent la création semi-autoneaiitps réseaux a partir de la saisie
manuelle de l'utilisateur.

Ces méthodes sont rapides et peuvent constituebamee aide. Mais comme elles reposent

souvent sur léext miningqui est de la fouille de texte, ces méthodes m¢ jsas totalement
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fiables et tiennent compte uniqguement du texte atheureusement pas des expériences

décrites sous forme de figures.

C- Approche automatique

La construction automatique des réseaux molécslpieet étre abordée, aujourd’hui, grace a

un grand nombre de modéles reposant sur des femesdi particuliers. Les modéles les plus

« populaires » vont étre expliqués avec leur foisnad de base ainsi que quelques méthodes
d’application. Ces méthodes de construction dearésesont qualifiees d’inférence de

réseaux.

Définition : L'inférence est une opération par lati@ on passe d'une assertion considérée
comme vraie a une autre assertion au moyen d'uensgsde regles qui rend cette deuxieme

assertion également vraie. (Dictionnaire Larousse)

Un modéle d’'inférence de réseaux permet donc dhabtes éléments (nceuds et arcs) d’un
réseau a partir d’autres éléments en répondantémles imposées par le formalisme utilisé.
Les différents formalismes peuvent avoir pour seues statistiques, les réactions ou la

logique.

Dans cette partie, les arcs des réseaux sontsi§céite a deux termes qu’il est important de

connaitre :

* Influence : c’est le sens de l'interaction, c’eslige quelle molécule agit sur quelle
autre molécule,

« Type d'influence : c’est le type d’interaction (ibHion ou activation).

1- Modéle reposant sur des statistiques

Théorie_de l'information et _information _mutuelle : Cette approche, comme son nom

l'indique, repose sur des informations théoriquiedles que l'information mutuelle. Ce
modele est probabiliste et a pour but de quantiéerdépendance statistique entre des
variables.

C’est donc une mesure des probabilités de réalisatiun événement Y en fonction de la
quantité d’information apportée par la réalisatide I'événement X. Pour linformation
mutuelle, on calcule I'information inconnue d’'unémtoméne aléatoire a partir de I'entropie

ou par la divergence de Kullback-Leibler en se bisar I'information connue.
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Ce modéle de la théorie de l'information a étéisdildans la création de trois algorithmes
ARACNE [136], MINDy [137] et MI3 [138], capables draiter des données de puces a ADN
et permettant I'inféerence de réseaux de génes. IDg, Ciaccio et al [139] ont utilisé
ARACNE a partir de données issues Mé&ro Western Arrayde fagcon a comparer les
résultats avec leur propre méthode de construdésréseaux. Le Tableau 2 présente un bref
récapitulatif citant la référence de chaque méthdele données expérimentales utilisées,

I'algorithme et le type de validation.

Tableau 2 : Méthodes d'inférence reposant sularié de I'information

* Cette méthode n'a pas été validée expérimentaleroe a partir des connaissances car elle repeédent
moyen de validation des auteurs pour évaluer leyprp méthode.

Référence | Données expérimentales Algorithme Validiain

[136] Puces & ADN ARACNE Connaissances
[137] Puces a ADN MINDy Expérimentale
[138] Puces a ADN MI3 Littérature
[139] Micro Western Array ARACNE *

Le modele de la théorie de linformation peut dogite appliqué a différents types
d’expériences. Le résultat est un graphe non drjedans lequel des coefficients de
corrélation sont affectés aux arcs. Ceci signifie ge modeéle permet d’obtenir le squelette du

réseau sans connaitre l'influence ni le type dliefice des relations qui le composent.

Modéle graphigue gaussien Le modéle graphique gaussien se base sur le fiemeade la

loi normale multidimensionnelle (ou loi de Gaussplasieurs variables). Cette loi de
probabilité est une généralisation multidimensidlende la loi normale. Ce modele repose
donc sur le calcul d’'une matrice de corrélation,deefficients de corrélation sont calculés sur
les variables prises deux a deux. Les donnéeségsi pour les calculs sont en général, des
données d’expression [140-142].

Si les coefficients de corrélation utilisés sordt teefficients de Pearson alors le résultat est
une matrice des variances-covariances de variabtiestes.

Pour un réseau basé sur le traitement de donnégprdssion de géenes, si le coefficient de
corrélation entre deux genes est élevé, cela pdiguer :

— Une interaction directe entre ces deux géenes,
— Une interaction indirecte entre ces deux genes,
— Une régulation de ces deux génes par un autreqgérserait un régulateur commun.
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Un coefficient de corrélation (Pearson) se situieeles valeurs -1 et 1. Si le coefficient de
corrélation de deux variables se situe entre -D,8tou entre 0,5 et 1 alors les variables sont
fortement corrélées. Si ce coefficient se situaeer®,5 et 0 ou entre 0 et 0,5, alors les
variables sont tres faiblement corrélées. Si ldéfioient est nul alors les variables ne sont pas
corrélées. Ensuite, une matrice de précision dstlés, elle correspond a une matrice de
corrélation inverse caractérisée par 'emplacerdestzéros. Il est possible de voir, a partir de
la matrice de précision représentée sur la Figbrede si le coefficient de précision est égal
a 0 alors les genes n'interagissent pas et si &fficent est différent de 0, les genes
interagissent. Par exemple, le coefficient de giénientre le géne 1 et le géne 2 est différent
de 0, ils interagissent donc sur le graphe aloeslgueoefficient entre le gene 1 et le géne 3 est

égal a 0, il nexiste donc pas de lien entre cesx@genes sur le graphe.

Figure 15 : Passage de la matrice de précisiomaphg correspondant

Les étoiles sont les coefficients différents dez@Ffigure issue de [143])

Chiquet et al [142] ont développé un ensemble detions intégré au logiciel R : package
SIMoNe. Ce package permet une inférence baseesswagfficients de corrélation partielle.
Une étape de biclusterih@st réalisée afin de classer les génes en fondgoleur niveau
d’expression. Chu et al [144] ont, quant a euxb@&eé@ une méthodologie reposant sur ce
modele graphique gaussien associé a des donnéesréiation genes-SNP.

Andrei et Kendziorski [140], quant a eux, estimgné le modele graphique gaussien entraine
une inférence erronée, c’est-a-dire qu’'une inteyacindirecte pourrait étre représentée
comme une interaction directe. Ces auteurs propodenc une alternative quant a
I'utilisation du modéle graphique gaussien, qui siste a construire deux matrices de
coefficients de corrélation partielle, celles-crét ensuite associées pour chaque interaction

possible. Puis, une ré-estimation des corrélafamtelles est effectuée pour enfin identifier

! Méthode d’exploration des données permettantdessification.
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les vraies interactions. Cette méthode est guidéal@s connaissances et permet d’identifier
les relations directes et indirectes entre les rsceud

Le modéle graphique gaussien a été plus récemntibgaé your la construction de réactions
métaboliques a partir de données métabolomiqués.[1L4s auteurs affirment que ce travail
pourrait étre prolongé par la comparaison de cdeffts de corrélation partielle de I'activité

enzymatique ou par la validation expérimentaleidiesactions.

Ce modele permet également d’'aborder I'aspect dinemgrace a la prise en compte de

données de puces en séries temporelles.

Le graphe résultat ne contient ni les influenceestypes d’influences, le modéle graphique
gaussien permet donc de construire uniquementuelette du réseau moléculaire. Donc,
comme le modeéle reposant sur la théorie de lin&irom, le réseau obtenu manque

d’informations importantes.

Modéle bayésien :Le modéle bayésien repose sur le calcul de prbtésbiutilisant le

théoreme de Bayes dont la formule est :

P({A|B) = EIL_.:"_I]}{:I'_il

Les termes P(A) et P(B) sont les probabilités ddhement A et de I'évenement B
respectivement. Le terme P(A|B) est la probabd@d’ évenement A sachant que I'événement
B est vrai. Si cette probabilité est différente EEA), alors I'évenement A n’est pas
indépendant de I'événement B. De méme, le term¢AP @t la probabilité de I'événement B
sachant que A est vrai. Si B est connu, ce termdie$onction de vraisemblance de A'. En
biologie, cela permet de calculer la probabilité dennées non observées en fonction des

données observées.

Le théoréme de Bayes est donc un outil importannimence statistique, et consiste en la
mise a jour de probabilités a partir d’observatiogts de leurs propres probabilités.
L'utilisation de ce formalisme dans le domaine ‘dddrence de réseaux est nommée modele
ou réseau bayésien. Un réseau bayésien représsm@ninaissances et permet de calculer des

probabilités conditionnelles.
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Figure 16 : Représentation d’un réseau bayeéesiengbmes.

Les génes A et B agissent de facon combinée pdiveatexpression du géne C, qui lui, réprime kng D.
Lorsque la probabilité est égale ou proche de fsd¢ogene ne s’exprime pas et lorsqu’elle estegalproche
de 1 le géne s’exprime. Figure issue de [146].

Dans I'exemple présenté a la Figure 16, les autgun®ressent a la probabilité d’expression
du géne C connaissant I'expression des genes AeetaBa probabilité d’expression du gene
D connaissant I'expression du géne C. Les prohébilobtenues permettent de dire que
I'expression de C est induite par I'expression detAle B conjointement et que I'expression

de D est réprimée par I'expression de C.

Cette technique permet de modéliser des réseatlse drasant sur des statistiques, ce qui
permet de faire face a I'aspect aléatoire des deso@ a des données bruitées [147]. Le
modele bayésien est également capable de fonctiom@me s’il y a des données manquantes
ou des variables cachées. Cependant, la constiugtlm modéle bayésien est un probleme
NP-difficile, c’est-a-dire que la construction de anodele présente une complexité
algorithmique importante.

Le modéle bayésien ne prend pas en compte 'aslyeeimique des réseaux, c’est pourquoi
le modéle bayésien dynamique a été développé. Gelm@st une répétition du modeéle
bayésien mais avec I'addition de lien causal a ebgups de temps. Le modele dynamique
bayésien est une cumulation du modele bayésien sarmmomplexité algorithmique en est

d’autant plus grande.

Le Tableau 3 répertorie quelques méthodologiesdsamdr le modeéle bayésien. Ce modéle est

tres utilisé en inférence de réseaux moléculaDasis un grand nombre de cas, les données
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expérimentales prises en compte sont des résuléaiguces a ADN. Certaines méthodes
peuvent étre guidées par des connaissances ou deadaification par clustering.
L’exploitation des données expérimentales ne séditout de méme pas uniqguement aux
puces a ADN, des méthodologies basées sur des ebmigé cytométrie de flux avec des
conditions de perturbations ou des donnéeMlideo Western Arrayont été développées par
Sachs et al [148] et Ciaccio et al [139] respeatient. La validation des méthodes se fait a
I'aide des connaissances ou expérimentalement. LCeq original ici, c’'est le choix de
Ciaccio et al, qui contrairement aux autres auteoms utilisé des algorithmes existants et

validés pour effectuer une comparaison avec leaprprméthode.

Tableau 3 : Méthodes d'inférence reposant sur etedayésien

MOC = model-based overlapping clustering algorithMBEM = Variational Bayesian Expectation
Maximization, RNAi = RNA interférent, CLR = Contekikelihood of Relatedness, ? = inconnu
Référence | Données expérimentales Algorithme Validiain
[149] Puces a ADN MOC Littérature
[150] Puces a ADN VBEM Littérature, YeasTract
[146] Puces a ADN Metropolis Hasting NON
[151] Données RNAI Metropolis Hasting Littérature
[148] Cytométrie en flux et Bayesian network learning algorithimExpérimentale
perturbations [152]
[139] Micro Western array Dynamic  programming  AlgorithMARACNE, CLR
[153] [154]
[155] Expression de génes Banjo Connaissances
[149] Données d’expression de ? KEGG
genes

Comme il a été dit précédemment, il existe uneavdei dynamique du modele bayésien. Ce
modele dynamique peut faire appel a I'algorithmajBajui utilise des données d’expression
de genes [155] ou encore a l'algorithme Metropblésting sur des données d’ARN
interférents [151].

En résumé, le modele bayésien peut donc étre éutdigr différents types de données
expérimentales en suivant un grand nombre de melihgids distinctes. Ce modéle se

présente toujours sous forme de réseau orientdi@oycce qui en biologie présente un

50



inconvénient car il existe des rétro-régulationgahimoins, le modéle bayésien permet de
connaitre l'influence et le type d'influence peuissi étre déduit car, en fonction des

probabilités, il est possible de savoir si I'infllee est une activation ou une inhibition.

La variante dynamique du modeéle bayésien, qualtieapermet d’obtenir le méme type de
réseaux et elle permet, en plus, de modéliserdes-régulations, ce qui signifie que les
réseaux obtenus peuvent étre cycliques. Le problgas® par ce modele est sa grande

complexité algorithmique.

L’inférence de réseaux biologiques peut donc se fgiace a des modeéles statistiques comme
décrits préecédemment mais les modélisateurs peégatement utiliser une autre facette des

mathématiques : la logique.

2- Modeles logiques

Modéle booléen :Ce modele est basé sur la logique binaire. L'akyéle Boole ne contient

que deux éléments aussi appelés variables bookte@rs variables ont deux états possibles
0 ou 1 (faux ou vrai respectivement). Donc, en fioncdes conditions, une variable peut étre

vraie ou fausse.

Exemple :
Doctorat = Manuscrit + Soutenance
Un doctorat est vrai si le manuscrit est vrai ¢éh Soutenance est vraie.
Dans I'exemple, la fonction logique Doctorat dépetiel deux variables Manuscrit et

Soutenance.

L’algebre booléenne, lorsquelle est utilisée ddascadre de linférence de réseaux
moléculaires, permet de modéliser les molécules danx états : soit la molécule est active,
état ON, soit elle est inactive, étadbFF. Ce formalisme permet également ['utilisation
d’opérateurs logiques tels que le ET (conjoncti@)U (disjonction) et le NON (négation).
Exemple de conjonction :

x ETy est VRAI si et seulement siest VRAI ET siy est VRAL.
Exemple de disjonction :

x OUy est VRAI si et seulement siest VRAI OUy est VRAL.
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Exemple de négation :

Le contraire dex est VRAI si et seulement siest FAUX.

Voici un exemple d’application du modele booléenlsicycle cellulaire selon Shmulevich et
al [156]. La Figure 17 montre les interactions impées dans la régulation du cycle
cellulaire. L'association cdk7/cycline H forme lersplexe CAK, celui-ci active la protéine
cdk2. Cdk2 en se complexant avec la cycline E mhabprotéine Rb, dans ce cas la synthese
de 'ADN peut se faire et le cycle cellulaire sddanc son cours. Or le complexe p21/WAF1
inhibe le complexe cdk2/cycline E donc, dans ce lzaprotéine Rb est active et inhibe la
synthese de 'ADN.

Figure 17 : Schéma représentant la régulation die @gllulaire.

Les fleches représentent les activations et lagbaeprésentent les inhibitions. Figure extraité¢lb6]

cdk? cdk?
cyclin H
cyclin E Rb
p2I/WAFI Dc

Figure 18 : Diagramme logique décrivant I'actiuie la protéine Rb a partir de 4 entrées
cdk?, cycline H, cycline E et p21/WAF1 [156]

AvecD représentant URND, D représentant uNOT etD représentaEGATED AND
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Cette régulation de I'activité de la protéine Rlitp&tre retranscrite en diagramme logique. Le
diagramme (Figure 18) représente le réseau suiwhictlk7 ET cycline H sor®N alors cdk2
estON. Si cdk2 esON ET cycline E esON alors Rb esOFF. Si p21/WAF1 esON alors le
complexe formé par la cdk2 et la cycline E @§tF, ce qui confere un ét&@N a Rb. La
symboliqueNEGATED ANDest utilisée ici afin de définir que p21/WAF1, @dét cycline E
déterminent tous ensemble I'état de Rb. Ce quiaskiit par : si cdk2 e€DN et cycline E est
ON et si p21/WAF1 esOFF alors Rb esOFF alors que si cdk2 e€FF et cycline E est
OFF et si p21/WAF1 edDN alors Rb esON.

Certains travaux d’'inférence de réseaux reposentestormalisme booléen, le Tableau 4
regroupe quelques méthodes rencontrées dan<latitte avec le type de réseau moléculaire

obtenu, I'outil utilisé et le mode de validation.

Tableau 4 : Méthodes d'inférence reposant sur efedoooléen

Référence Type de réseau Algorithme/ Logiciel Valation
[157] Réseau de régulation de génes Propre aux auteurs nnaiSeances
[158] Réseau de régulation de génes GinSim NON
[159] Réseau de signalisation CellNetOptimizer Expérimlent
[160] Réseau de signalisation Integer Linear Program 1®8pn/
Prédiction

Les méthodes utilisant le formalisme booléen pemmet’intégration de connaissances de
facon a diriger le réseau sortant. Le Tableau 4traajue les auteurs utilisant ce formalisme
obtiennent des réseaux de régulation des genes anas des réseaux de signalisation
cellulaire. La validation des différentes méthogest se faire expérimentalement ou a partir
de connaissances. En ce qui concerne les travauditdes et al [160], la méthode de
validation repose sur la prédiction du réseau loesg0% des données expérimentales sont

supprimées dans différents scénarios.

Le modeéle booléen permet uniquement la modélisatapologique des réseaux. Une

adaptation dynamique a donc été creée : le modelédn dynamique.

De plus, il existe aussi une variante du modeleldswo reposant sur linsertion de

probabilités : le modele booléen probabiliste. Cadéte permet de prendre en compte un
aspect dynamique mais aussi des incertitudes [156].
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En conclusion, cette méthode permet d’'obtenir uaplge orienté, c’est-a-dire qu'il est
possible de connaitre I'influence. De plus, ce nogérmet de connaitre le type d'influence,

ce qui signifie que I'on sait si A active ou inhiBe

Modeéle Fuzzy Logic (ou logique floue) 1 e modeleFuzzy Logicpermet, par rapport a la

logique booléenne, qu’une condition puisse étregmt&e dans un état autre que vrai ou faux.
Par exemple, la moyenne d’'une classe est de 14/@0 eonsidére qu’une note au-dessus de
15 est une trés bonne note et une note en dessdiB ekt une note tres moyenne. En logique
booléenne, ceci se traduirait par tout ce qui gat & ou au-dessus de 15 est a 100% une trés
bonne note et a 0% si la note est en dessous dddrS.qu’en logique floue, il sera possible
de dire qu’une note est moyenne a 100% si ellégae a 14, une note en dessous de 13 ou
au-dessus de 15 est a 0% moyenne et une noteaéfjdleu a 15 est a 50% moyenne.

Ce modeéle, lorsqu’il est appliqué a des réseawéontdires ne limite donc pas I'état des
molécules aON et OFF. Ce formalisme ressemble au formalisme booléerétant tout
simplement moins restrictif.

Le modéleFuzzy Logicest surtout utilisé sur des réseaux de signadisaties auteurs
utilisent ce modeéle pour I'analyse de croisemerdgsvdies de signalisation induites par
différents facteurs [161, 162]. Le modéteizzy Logicpeut également servir a affiner un

réseau moléculaire existant [163].

Comme le modele booléen, le modélezzy Logicpermet d’obtenir un réseau comportant
l'influence et le type d’influence des relations.

Conclusion sur les modeéles logiguedll: existe d’autres méthodes basées sur la lodigjles

que la création de systtmes ODE a partir de lagqlegi[164] ou encore un modele

standardized qualitative dynamical systda65].

La logique ne se limite pas a I'algébre booléenneada logique floue. Il existe aussi la
logique d’ordre O (ou calcul de propositions), tagique de premier ordre (ou calcul de
prédicats) et la logique d’ordre supérieur. Le ghbdte prédicats représente la formalisation du
langage en introduisant des notions de variabtexitions, relations, prédicats, connecteurs
logiques et quantificateurs alors que le calcul pdepositions est en fait un calcul des
prédicats mais sans les quantificateurs. La logjaedre supérieur est une extension de la

logique de premier ordre.
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Une présentation de la logique du premier ordra séalisée dans la partie Matériel et
Méthodes.

Les modeles logiques permettent d’obtenir des t&seamplets, c’est-a-dire que I'influence
et le type d'influence des relations sont obtemes.plus, c’est un formalisme adapté a tout

type de réseaux moléculaires.

L’inférence de réseaux biologiques peut donc se fgrace a des modeles mathématiques
comme décrits précédemment mais les modélisateursept également faire appel a un autre

formalisme : les systemes d’équations différeragell

3- Systémes d’équations différentielles

Définition : Une équation différentielle est uneakig qui permet de faire le lien entre une

fonction et sa dérivée.

Les équations différentielles peuvent étre de dgpes :

» Equations différentielles ordinaires (ODE),
* Equations différentielles partielles (PDE).

Dans le cas de la modélisation dynamique de résealdculaires, ce sont les systémes ODE
qui sont les plus utilisés. Un systeme ODE perneetiécrire quantitativement les processus
biochimiques.
De facon a illustrer l'utilisation des systemes QDibus allons prendre I'exemple de la
complexation entre un ligand L et son récepteuu®Itpn peut décrire de la fagon suivante :

kl

L+R .‘_" L:R
k

L:R est le complexe formé par L et R. Les k1 et&Bt respectivement la constante de vitesse
d’association et la constante de vitesse de dissogi
A partir de ces données, il est possible de caldake vitesses initiales des réactions. Pour

cette étape, il est nécessaire de choisir unedaiitésse qui est le lien entre la vitesse et les
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paramétres qui ont une influence sur elle. Dansenexemple, nous avons choisi la loi
d’action de masse.

Ces données permettent le calcul des vitessesl@sitie réactions :
vy =k, * [L] * [R] et v, = k, * [L:R]

Avec v, [L], [R], vz, [L:R] représentant respectivement la vitessdaieitd’association, la
concentration en ligand, la concentration en réaepia vitesse initiale de dissociation et la
concentration en complexe L:R.

Grace aux calculs de vitesses précédemment déest®DE suivantes sont créées :

d[R] . d[L:R]
—_— .=V, B —_— V.=V
dt 2 1 dt 1 2

Ces équations permettent ensuite de détermineslliton de la concentration de complexe
L:R et de récepteur libre R en fonction du temp®nBsdr, ici le modele est trés simple
puisqu’il n'y a que trois espéces moléculaires. Dlanréalité, les équations se complexifient
en fonction du nombre de variables a prendre erpteam

Il faut noter que les parametres de départ peldtemtmesurés ou estimés. Si les données sont
mesurées alors elles sont dites observables.

Le formalisme ODE est le plus utilisé dans la misaélon dynamique de réseaux
moléculaires et peut étre appliqué a tout typembelences. Les systemes ODE permettent de
modéliser des réseaux de genes mais aussi deaxd@iesaignalisation.

Les méthodes d’inférence reposant sur les ODE mpeuwdiser différents algorithmes ou
logiciels, il est possible de choisir NIRI¢twork Identification by multiple Regressid66]),

MNI (Microarray Network Identificatiorfl67]) ou TSNI Time Series Network Identification
[168]). L'algorithme NIR a pour point de départ dessures d’expression de genes a I'état
stable ou des mesures en séries temporelles asgredarbations transcriptionnelles. Dans le
cas de données avec perturbations, NIR nécessipduendes connaissances sur les génes
directement perturbés. MNI utilise le méme typeddanées que NIR mais ne nécessite pas
de connaissances sur les génes touchés par lasbpéidns. MNI permet I'identification des
voies de signalisation mais aussi des genes toymarame perturbation. TSNI, quant a lui ne

prend en entrée que des données en seéries terspotieflermet de prédire les cibles directes

56



des perturbations, les cibles des facteurs de drigtien lors d’'une surexpression de ces
facteurs [169].

Les systemes PDE ne sont pas présentés ici mpistape est similaire aux systémes ODE
or dans ce cas la dérivée de la fonction est flartiées systemes sont utilisés par exemple,
dans la modélisation de phénomenes d’endocytade teansports cellulaires [170].

En résumé, les modeles reposant sur les réactessnt pas limités a un ou quelques types
d’expériences. Comme les données de départ somhessres, il est possible d’exploiter un
grand nombre de résultats expérimentaux. Les rgsebienus en utilisant ce formalisme
comportent les influences et leur type. De plusmoelele autorise les boucles et modélise
donc les rétro-régulations. L’atout majeur desé&ysts d’équations est I'étude de I'évolution
des quantités moléculaires dans le temps, graeguelle il est possible de mettre en avant
des amplifications du signal par exemple [82]. exiéles topologiques ne permettent pas de
faire la lumiére sur de tels phénomenes. Les r@spealéculaires sont trés vastes, ce qui
entraine une grande complexité (en temps et ercespaur la modélisation dynamique, c’est
pourquoi les modeéles nécessitent d’étre réduitsqesignifie que la totalité d’'un réseau ne
peut pas étre prise en compte.

Tous les formalismes précédemment décrits sonténadtiques. Il existe d’autres méthodes

d’inférence de réseaux reposant sur un formalisivesa de régles.

4- Méthodes a base de régles

Les méthodes a base de régles sont surtout coeausde nom de systéemes experts.

Définition : Un systeme expert est un programmeorimiitique capable d'imiter le
raisonnement d’un humain expert dans le domaimgéiét [171].

Ce formalisme est composeé de trois parties :

* Une base de regles,
* Une base de faits,
* Un moteur d’inférence.
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La base de régles et la base de faits représamtertiase de connaissances [172]. Les experts
créent la base de regles et les utilisateurs piEsenles faits (Figure 19). La base de
connaissances est prise en charge par le motedémdnce pour déduire des conclusions qui

sont de nouveaux faits. Ces conclusions sont ensiiégrees a la base de faits.

Une regle prend la forme suivante :
S| condition(s) ALORS conclusion(s)
Les regles sont composées de ce que I'on appdl@réeicats qui sont en quelque sorte des

« faits génériques ». La partie condition compameou plusieurs prédicats et il en est de

méme pour la partie conclusion. Les faits sont j@gaeux, des prédicats instanciés (voir

Base de connaissances

Experts =% e tilisateurs
Créent Entrent

exemple ci-dessous).

Conclusions
Nouveaux faits

Figure 19 : Principe d'un systeme expert

Exemple :
Reégle : Sl x est un récepteur membranaire ET @l iesa la protéine G ALORS x est
un RCPG.
Faits :FSHR est un récepteur membranaire. FSHR se lipi@téine G.
Instanciation des prédicats dans la regle et cemruobtenue : SI FSHR est un
récepteur membranaire ET Sl FSHR se lie a la pret& ALORS FSHR est un
RCPG.
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Le moteur d’inférence effectue I'opération décdtns I'exemple, c’est-a-dire I'instanciation
des prédicats dans la régle a partir des fait$uggont présentés, afin d’obtenir la conclusion
correspondante.

Les moteurs d’inférence peuvent utiliser les madkeghainage avant ou de chainage arriére
[147]. Le chainage avant est une méthode de dédudii partir des régles et des faits, il est
possible d’obtenir de nouvelles conclusions. Algue le chainage arriére se fait dans l'autre
sens, c’est-a-dire qu’il part des conclusions genter de remonter vers les faits.

Blinov et al [173] ont développé le logiciel BioNBen. Ce logiciel utilise des regles
formalisées dans un langage créé par ses autamgafle BioNetGen). Les régles utilisées
par BioNetGen concernent les réactions enzymatjdegsnodifications post-traductionnelles
potentielles et les interactions. En entrée, Isdtleur donne des quantités moléculaires.
Colvin et al [174] ont développé RuleMonkey, c’est logiciel similaire a la méthode de
Gillespi€ dont les modéles peuvent étre encodés dans ladarjoNetGen. Comme pour le
logiciel BioNetGen, la formalisation sous forme thgles ne prend en compte que les
relations entre les molécules et permet de dédriiréseau a partir de quantités de molécules.
De méme, Sneddon et al [175] ont développé le ieigdFsim (Network-Free Stochastic
Simulato) dont le principe repose sur une modélisationgedtalgorithme de Gillespie sous
une forme a base de régles et une extension dadanBioNetGen. La validation a été
réalisée grace a la confrontation des résultats esax d’autres logiciels pour RuleMonkey
et expérimentalement pour NFsim. Une autre métridase de regle a été élaborée par
Ollivier et al [176], le principe étant de formaissous forme de regles l'allostérie et les
réactions biochimiques. Cette méthode est validégéranentalement mais avec une
formalisation de l'allostérie, il est possible dedgliser uniquement des réactions directes, or
la plupart des expériences ne permettent pas aér Shune réaction est directe ou indirecte.
Les différentes méthodes présentées montrent egtipossible de formaliser les relations et
méme l'allostérie sous forme de régles. Les méthqiésentées sont capables de déduire un
réseau a partir de données numériques. L'inconméeist que ce type de données n'est pas
toujours disponible.

Aucune des méthodes rencontrées n’utilise de sgstetnase de régles pour formaliser les
expériences directement. Cependant, ceci pernaitaditenir les conclusions que peut tirer
un biologiste de ses observations.

2 La méthode de Gillespie permet la simulation dmportement des systémes qui évoluent
en suivant une équation maitresse.
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5- Autres méthodes

Les chercheurs ont le choix en ce qui concerneméshodes d’inféerence de réseaux

moléculaires. Il existe d’autres approches quédenalismes précédemment décrits.

Boosting approach : BoostiGraph est une Boosting approach» pour l'apprentissage

automatique de graphes [177]. Cette technique eepos l'autorégression et utilise les
données de puces a ADN. C’est un principe regrduplannombreux algorithmes qui
s’appuient sur des ensembles d’hypotheses bindedmostingoptimise leurs performances.
Ce principe est issu de la combinaison d’hypothé&Sest une méthode réalisée par itérations
successives. Cette méthode permet I'introductiocalaaissances supplémentaires (en plus
des données de puces). Le résultat de la méthqaésente uniquement le squelette du

réseau.

Relevance networks Les frelevance networksont des groupes de variables, celles-ci étant

connectées les unes aux autres. Cette technigueitspar le calcul de coefficients de
corrélation r entre deux variables. La Figure 3frésente le principe des relevance networks
selon Butte et Kohane [178]. L'idée est que, plysd de mesures (n) et plus les coefficients
de corrélation @) sont élevés, alors la relation est validée (g¥s €pais sur la Figure 20).
Lorsque le T est faible (arc fin sur la Figure 20) alors laateln est hypothétique. Cette

méthode permet d’obtenir uniqguement le squelettedeau.

Increasing n »

= O 0O 0—0 0=—=0 0=—=o0
£

J&o 0 O—=—0 O=—=0 O=—=0
E_jm i)  Oi—)

Figure 20 : Représentation graphique de modéles detix variables [178].

Le nombre de mesures utilisées pour créer le mpdala, augmente dans la représentation de la gaweris la
droite, et est représenté par les petits traits? ldel modéle augmente dans la représentation duwhssile bas
et est représenté par I'épaisseur de la ligne.

Context Likehood Relatedness (CLR) [154] :Certains auteurs combinent plusieurs

meéthodes afin de créer une méta-méthode capablmielex répondre aux attentes sur
'acquisition des réseaux. L'algorithme CLR estd@écette initiative et regroupe :

— relevance network
— ARACNE,
— Modele bayésien.
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Cet algorithme a été appligué a des données d'ssipre chezE. coli (4345 genes, 445
observations) pour construire un réseau de genesun® donnée complémentaire n’est
ajoutée. La validation de la méthode a été effectle facon expérimentale en association
avec la banque de données RegulonDB. Cet algorith@i@ utilisé pour évaluer une autre
méthode de construction de réseaux mais a partiodeées ddlicro Western Array139].

Le graphe obtenu est orienté mais il n'y a pasrdeigion sur les types d’interactions.

6- Conclusion sur les méthodes actuelles de cargiru des

réseaux moléculaires

Un des buts de la modélisation des réseaux moléesilast de construire des réseaux les plus
complets possibles (avec un maximum de donnéesmalécules, de relations). C’est
pourquoi des méthodes (Information mutuelle, modgdessien,Relevance networks)
aboutissant uniguement au squelette des réseatiesométhodes ne prenant en compte qu’un
type de données expérimentales, ne sont pas lesapghptées. Le modeéle booléen, quant a
lui, permet d’obtenir des réseaux complets maigrédléme réside dans son aspect binaire.
Une molécule peut présenter différents états, doest difficile de se limiter aux deux états
possibles comme dans le modele booléen. La motiélisbayésienne ne permet pas
d’obtenir des cycles dans le réseau, ce qui, coihbaedéja été cité, pose un probléme quant
a la modélisation des rétro-régulations. La versipmamique des réseaux bayésiens, quant a
elle, permet de modéliser des cycles mais au niadgarithmique, son utilisation présente
une trop grande complexité. Le formalisme qui pnésein grand nombre d’avantages est le
modele basé sur des ODE. Ce formalisme présented®uméme un souci majeur, la
complexité. Or les réseaux biologiques sont tresteg ce qui rend impraticable ce type de
formalisation [179]. Ceci entraine la réduction dexleles et donc des réseaux incomplets.
Les modeéles qui permettent la meilleure modélisatapologique des réseaux moléculaires
sont les modeéles logiques non binaires et les détha base de regles. Il faut noter que les
systemes a base de regles permettent une plusegtdnaidté de formalisation car il est
possible de créer des regles directement a paetr ekpériences de facon a imiter le
raisonnement du chercheur. De cette fagon, la na&n d’'un réseau directement liée aux
expériences peut étre élaborée. Ce réseau powsuitee@tre visualisé grace a des logiciels

développés pour la visualisation.

61



llI- Visualisation graphique des réseaux biologgjue

La construction des réseaux et leur exploitationlgs biologistes nécessitent une étape de

transformation des conclusions obtenues en unaligation graphique compréhensible et
exploitable.

Le choix d’'une méthode de visualisation des résanabéculaires est crucial car comme le

montre la Figure 21, il existe des incohérencesuetles ambiguités avec des notations non
standardisées.

a b c
X—p-Y X inhibits Y f s [ [ Mspane l @ ﬂ
is transformed into —
translocates (X “="Y) —
RAS
s degraded o T >
[t
associates intg —= -_"'“\
dissociates into —> 4
RAF MK MEKIP L5
atimuletes the ectivity of —e ".
1
stimulotes the expression of J I:
1
1
catalyses the formation of —_— MEK l MKK MEK-P MEK-PP |
o— i
|
|
|
‘ ERK | M‘U{—P MK-PP

Figure 21 : Incohérences et ambiguités causéde panque de standardisation de notations
de représentation des réseaux biologiques

(a) Huit significations différentes associées au m&ymbole dans un graphique décrivant le role dg/ddine
dans les régulations cellulaired) (Neuf symboles différents, trouvés dans la litiém, pour représenter la
méme signification. d) Cinq graphiques différents de la cascade MAP den&rouvés dans la littérature

scientifique, représentant des niveaux progresdsgiésconnaissances biologiques et biochimiquesrdéigxtraite
de [180].

La Figure 21 montre bien que les représentatioraplggues rencontrées sont parfois
incohérentes, comme par exemple, un méme symbade plusieurs significations ou
différents symboles avec la méme significationedt donc nécessaire d’homogénéiser les
représentations graphiques des réseaux moléculdieetacon a faciliter la compréhension
mais aussi I'échange des informations.

Dans ce but, les scientifiques créent des langagesprésentation graphique des réseaux qui

sont standardisés. Ceci représente, dans le cadle bioinformatique, un challenge et un
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effort d’homogénéisation des données. De cettenfagoest plus facile d’échanger des
données si toute la communauté s’accorde sur labudaire/la syntaxe a utiliser et les outils a
développer. Il existe donc des langages standatdisit les plus utilisés aujourd’hui sont
probablement les langages SBMEByétems Biology Markup Languag&BGN Systems
Biology Graphical Notatiopet BioPax Biological Pathway Exchange

A- SBML

Le SBML (http://sbml.org) est le langage le plus ancien. Il est défini &ipdu langage de

modélisation UML Unified Modeling Language Ce langage est ensuite décrit sous forme
d’XML (eXtensible Markup Languapec’est-a-dire un langage informatique utilisamt u
systeme de balises pour étre structuré [181].

Le SBML niveau 1 (version 2) permet ainsi de meg#ineplace une représentation graphique
grace a un systéeme de balises pour définir lescespioléculaires, les compartiments
cellulaires et les réactions. Il fournit une postéd’ajouter également les quantités initiales
des espéces moléculaires, la définition de paraséles réactions comme la vitesse initiale,
la vitesse maximale et la définition d’unités (nmlétres, secondes...). Ceci signifie que le
SBML peut étre utilisé non seulement pour visuallaetopologie des réseaux moléculaires
mais également pour aller vers une modélisatioraiygue de ces réseaux. Ainsi, il est
possible d’étudier le comportement du modele erctfon du temps. Le SBML niveau 2
propose des améliorations comme par exemple, Iaitiigh des formules mathématiques qui
est dorénavant décrite avec le langage MathMatfiematical Markup Languagjealors que

ces formules étaient décrites sous forme de textis th version précédente [182].

La Figure 22 montre un exemple de représentatioBBML avec deux types de définitions.
La définition des espéces moléculaires présentiglemtifiant €1 et s7 dans notre exemple),
un nom (Ras et pERK), I'appartenance a un compartiroellulaire (ici default car aucun
compartiment n’a été défini en dehors de la fenptre défaut) et la quantité initiale (non
définie dans I'exemple donc ‘0’). La définition desactions comporte aussi un identifiant et
un nom (el dans notre exemple), la réversibilité de la réacfici ‘false car elle n’est pas
réversible). Il peut y avoir des annotations masdmple n’en présente pas. Ensuite, on
définit la réaction en elle-méme avec la liste si@sstrats (ici Rafl identifiee s2), la liste des
produits (pRafl identifiee s3) et la liste des malés ayant une action sur cette réaction (ici

Ras identifiée s1).
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<species id="s1" name="Ras" compartment="default" initialAmount="0">

<reaction id="rel" name="rel" reversible="false">
Ras <annotation/>
<listOfReactants>
! — <speciesReference species="s2"/>
[ ] ‘( pRafl W </listOfReactants>
: <listOfProducts>
<speciesReference species="s3"/>
< /listOfProducts>
<listOfModifiers>
<modifierSpeciesReference species="s1"/>
< /listOfModifiers>
</reaction>

<species id="s7" name="pERK" compartment="default" initialAmount="0">

Figure 22 : Exemple la cascade MAP Kinase ERK présentation graphique SBML

Les rectangles arrondis représentent les espéecdécutaires (ici, définitions SBML de Ras et pERK
uniqguement) et les réactions (ici, uniquement #&ctién de transformation de Rafl en pRafl catalpsédras).

Le niveau 3 du SBML est actuellement en cours deldppement. Les spécifications du
noyau du SBML niveau 3 sont disponibles [183]. @eveau niveau de SBML devrait étre
capable de gérer par exemple, les complexes, ce’'egti pas le cas avec la version actuelle.
Le format supporté par les logiciels actuels res@BML niveau 2 version 4.

Le SBML ne fait pas de différences entre les espéwaléculaires, les ions sont représentés
de la méme facon que les protéines par exemplepll® les régulations se limitent a
I'activation, il n’existe pas d’inhibition. C’estgurquoi pour combler les lacunes de ce

langage, il peut étre associé au langage SBGN.

B- SBGN

Le langage SBGN est devenu un standard pour laahsstion des réseaux biologiques

(http://www.sbgn.ord/ En réalité, le SBGN est constitué de trois dangrages [180]. Le

premier concerne les diagrammes de procespuscdss diagrai dont le but est de
représenter les processus de transformation de coleg en d'autres molécules, de
changement d’état de ces molécules ou encore degement de leur localisation. Le
deuxieme sous-langage concerne les diagrammeserdations des entitésEiftity
relationship diagray c’est donc une représentation des relationsedasr molécules et les
regles que suivent ces relations. Le dernier sanigage concerne les diagrammes d’activité
(Activity flow diagranm et il permet la représentation de l'influence desvités biologiques

sur les autres.
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Chague sous-langage respecte une symbolique prgmisela représentation graphique des
réseaux. Nous allons prendre I'exemple des diagesnite processus. La Figure 23
représente la légende d’'un diagramme de procebsgsreprésentation graphigue propre a
chaque espece moléculaire est définie, cela va deriple molécule chimique au complexe
moléculaire. Il en est de méme pour les processgsque I'association ou la dissociation.
Chaque régulation d'une molécule sur un processuseprésentée de facon distincte, par

exemple, il n’est pas possible de confondre unglysd avec une inhibition.

-

Entity Pool Nodes Auxiliary Units Process Nodes Connecting arcs
{F process .L [~] consumption
unspecified entity unit of information
omitted process —-El-» production
simple chemical SUBE Varabe =
uncertain process ————¢ modulation
LABEL > stimulation
LABEL macromolecule ﬁ -‘ association
clone marker —
ABEL —0 catalysis
4:} dissociation
LABEL |nucleic acid feature —
—+ inhibition
T
3) —
—+{> necessary stimulation
w perturbing agent LABEL LABEL
Container Nodes
multimers logic arc
RV
source e
sink LABEL) LABEL compartment equivalence arc
/ Logical Operators
Reference Nodes
@ . and operator
Dumc @ - or operator
c
fr-GED—= tag
complex submap AGOT }—  not operator

Figure 23 : Symbolique utilisée dans le cadre dgdge dédié aux diagrammes de processus

Figure extraite du sitbttp://www.sbgn.org/

Pour faciliter I'explication, la Figure 24 montre tascade des MAP Kinase ERK sous forme
de diagramme de processus SBGN, les rectanglesdasreont les macromolécules, ici ce
sont des protéines. Les ronds contenant des ‘Réseptent des variations d’état de ces
protéines, si le ‘P’ est présent, la protéine éstsphorylée sinon elle ne I'est pas. Les ronds
sont quant a eux de simples molécules chimiquete itas des ronds est noir, ceci signifie
tout simplement que la molécule est présente esiqults exemplaires dans le schéma. Cet
exemple ne comporte qu'un seul type de procesausarmsition avec un seul type d’arc de
connexion, la catalyse. Nous avons donc, par exanupl processus de transition qui est la
phosphorylation de MEK pour devenir phosphoMEKabeatée par phosphoRafl.
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L’exemple des diagrammes de processus montre kcit@mu langage SBGN de représenter
les réseaux biologiques de facon standardisée. |D& pn autre atout du SBGN est la
possibilité d’intégrer un vocabulaire contrélé eapté a chaque nceud et a chaque arc du

réseau grace a I'ontologie SBSytems Biology Ontologji84].

Le SBGN se présente comme une version modifiéeangalge XML. Le SBGN peut aussi

étre associé au SBML.

@ T
BTG
& &

Figure 24 : Exemple de la voie de MAP Kinase ERKssimrme de diagramme de processus.

Figure extraite du sitbttp://www.sbgn.org/

C- BioPax

BioPax est le langage le plus récent. Il prencbtane d’'une ontologie, c’est-a-dire que c’est

un systeme formel de connaissances [18Bip{//www.biopax.ord/, ou plus exactement

BioPax peut étre définie comme une classificatitéranchique de connaissances sur les
réseaux biologiques. BioPax se présente sousnaef@WL (Web Ontology LanguagyelLes
createurs de BioPax expliquent leur langage gradexample décrit sur la Figure 25.
L’exemple montre la protéine AKT1 qui en bref, méte deux sites de phosphorylation T308
et S473, phosphorylés respectivement par PDK1 &2P0es sites sont déphosphorylés par
la phosphatase PP2A. La forme d’AKT1 comportanixdaewsphorylations se complexe a la
protéine HSP90. La description BioPax d’AKT1 daasa@me non modifiée est :

- AKT1 sans modification porte l'identifiant AKT1.1,
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- est une protéinaq a),
- apour référence la protéine rAKTHas proteinReferenge
- n'a pas la caractéristigue d'étre phosphorylée gdaition 308 ljas notFeature

p@3089,
- n’apas la caractéristique d’étre phosphoryléepofition 473.

La forme phosphorylée sur la position 308 présdate différences par rapport a AKT1.1 :

- elle a pour identifiant AKT1.2,
- elle a la caractéristique d’étre phosphorylée ayndsition 308Has Featurg

_AKT1.1 is a Protein
has proteinReference rAKT1
has notFeature p@308
has notFeature p@473
reaction1 is a BiochemicalReaction
" has left AKT12
has right AKT1.1
is left-to-nght.
™ catalysis{ is a Catalysis
has controller PP2A.1

Figure 25 : Exemple de molécules et réactions tiscein BioPax issue de [185]

Chaque molécule est ainsi définie. Ensuite, il Jes réactions. La Figure 25 montre la
déphosphorylation d’AKT1 sur la position 308. EnoBax, ceci est décrit de la facon
suivante :

- laréaction porte l'identifianteactionl,

- C’est une réaction biochimiquis @ BiochemicalReaction

- le substratlfas lef} est AKT1.2, c'est-a-dire la forme phosphoryléAKIT sur la
position 308,

- le produit pas righ) est AKT1.1, c’est-a-dire la forme non modifieAHT1,

- laréaction a une direction, c’est-a-dire qu’elledu substrat vers le produit et non
linverse (s left-to-righy.

Cette réaction est catalysée par la phosphatask &R2tte catalyse est définie :

67



- avec un identifiantatalysisl,

- C'est donc une catalysks @),

- elle est controlée par PP2AHag controlle),

- elle contréle la réaction hés controlled,

- elle est irréversible et la réaction se fait dusstat vers le produith@s direction irr-
left-to-right).

La complexation de deux (ou plus) molécules sendéfe la méme facon.

BioPax représente surtout un vocabulaire précisegegsentation graphique des processus
biologiques. Il ne gere pas les aspects dynamiguegiantitatifs des processus biologiques
comme le fait le SBML. Dans le but d'y remédier,eucoordination BioPax/SBML est

envisagée. De plus, les différents concepts du &igkeuvent étre visualisés en utilisant le

SBGN grace a une collaboration entre les difféietpiipes de développement [185].

D- Logiciels de visualisation graphique des résdaalogiques

Les langages présentés précédemment nécessitdogigsls capables de les interpréter car
la compréhension d’'un réseau se fait par la sgraghique et non par la lecture de fichiers
exprimés dans un format quelque peu difficile ehiférer.

BioPax peut étre utilisé grace a certains logidiels que Paxtools, une API Java qui gére les
fichiers BioPax. Sybil$ystems Biology LinKepermet la visualisation des réseaux en BioPax
mais aussi la transformation des fichiers en SBIRBYbfl fait partie du logiciel Virtual Cell
[186, 187]). BiNoM Biological Network Manag@rqui est un plugin de Cytoscape permet,
quant a lui, I'analyse des réseaux en BioPax, eBN6@t en SBML grace a sa capacité
d’'importation et exportation de ces langages [1889]. Un outil tres utilisé dans la
communauté des biologistes est CellDesigner. Ceiébgst capable d’interpréter le SBML
mais surtout, il possede un langage qui lui espraroc’est une combinaison de SBML et de
SBGN. Ce langage permet a CellDesigner d’obtenis dé&seaux biologiques « plus »
complets qu’avec seulement un des deux langagegluSgece langage propre a CellDesigner

est également interprétable dans Cytoscape grBdécVl.
Bien sdr, la liste des outils permettant I'intetption des langages n’est pas compléte, il en

existe bien d’autres comme par exemple, BiochamBioWML pour le SBGN et le SBML,
ChiBE pour BioPax ou encore COPASI pour le SBML. &enqui concerne le SBML, les
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logiciels et bases de données [utilisant sont népés sur le site officiel
(http://sbml.org/SBML_Software Guide/SBML _Softwareaivix).

Ces langages permettent un échange standardisécalegmissances sur les réseaux
biologiques. Dans ce but, il existe des banquedaimées généralistes donnant accés aux
représentations graphiques des réseaux mais aufsispaux fichiers BioPax, SBML qui leur

ont servi.
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Problématique scientifique et objectif de la these

Les RCPG sont au cceur des recherches de I'équip8,Bdt en particulier le récepteur de
I'hormone FSH. Par une démarche expérimentalepie®gistes de I'équipe étudient les

différentes voies de signalisation induites partecdiormone dans le but de pouvoir
comprendre son mode de fonctionnement, construinaadéle de ce réseau et pouvoir ainsi
aller vers le développement d’'une nouvelle pharnogie grace a I'élaboration de molécules
capables de mimer les effets de la FSH sans rejpeodes effets indésirables, ce type de

molécules est appelé « agoniste biaisé ».

Mais comme cela a été décrit précédemment, leptenes tels que les RCPG sont capables
d’activer un grand nombre de voies de signalisatieliulaires. La complexité de ces voies

rend difficile la création de modéles de réseauiémdaires.

Les méthodes d’inférence automatique de réseag@scyilus haut sont dans un grand nombre
de cas validées expérimentalement ou a partir dbttéaxature, mais elles sont surtout
appliguées aux réseaux de régulation des genepluse les réseaux ne sont pas toujours
complets (rétro-régulations absentes, orientatioe®nnues, simplifications du modéle,

complexité algorithmique).

L’acquisition de réseau a partir des banques dedksin’est pas envisageable non plus, car
des incohérences existent avec les données expéale® L’'acquisition manuelle est quant a
elle possible mais cela représente une sourceediarret d’oublis ainsi qu'une charge de

travail considérable.
Aujourd’hui, un des plus grands challenges en lfdomatique et en biologie systémique est

le développement d’'une méthode capable de recanesautomatiquement les réseaux d’une

grande envergure directement a partir des expé@semalisées par les biologistes.
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L’objectif de cette thése est précisément de metireoint une méthode permettant de créer

by

des réseaux de signalisation, de facon automatidirectement a partir des données
expérimentales, la réalisation de ce travail a sgtedifférentes étapes :

* Une grande partie du réseau FSH a été construiteieiament de facon a disposer
d’'un modele publié.

* Le développement d'une méthode d’inférence de vdsadase de régles a été réalisé
grace a la formalisation du raisonnement. Les ta@tsubbtenus ont pu étre comparés a
des réseaux existants. Ce travail est effectuétraites collaboration avec I'équipe
« Algorithms and Models for Integrative Biology ERI/INRIA, Orsay) dans le cadre
du projet ASAM (INRA/INRIA). Christine Froidevaux adapté le moteur d’inférence
utilisé avec l'aide de Sarah Cohen Boulakia et éalfRougny.

* Une base de données avec une interface web estues de développement pour
donner acces aux différentes informations de cgpro
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Matériel et méthodes
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|- Formalisation et inférence

Dans un premier temps, nous définirons les notdenfogique utilisées dans notre méthode.
Dans un second temps, nous allons décrire la meélihgié qui a permis la formalisation du
raisonnement et des données biologiques. Et pouirter, nous aborderons la transformation

des faits logiques en représentation graphique.

A- Inférence

Comme cela a été décrit dans l'introduction, legesyes a base de régles permettent, a partir
d’'un ensemble de régles et d'un ensemble de faiiaux, de déduire des faits nouveaux au
moyen d’'un moteur d'inférence. Cette partie estettiiypée par nos collaborateurs du

Laboratoire de Recherche en Informatique a Orsay.

1- Calcul de prédicats ou Logique du premier ordre

Nous avons choisi d’utiliser la logique du prenoedre qui permet une geéneéricité des regles
et des constantes ainsi que des symboles de fonuas permettant de construire des objets
complexes tels que les complexes moléculaires.ype tle formalisation repose sur une

syntaxe précise basée sur un alphalsét représentant un ensemble de symboles. lIs

symbolisent des opérateurs, des quantificateusstedmes et des prédicats.

Opérateurs : Il en existe quatre :
» 1 signifiant ‘NON’ aussi noté ~,
A signifiant ‘ET’ aussi noté ‘AND’,
.V signifiant ‘OU’ aussi noté ‘OR’,
. = signifiant ‘IMPLIQUE’ aussi noté IF ... THEN.

Quantificateurs : lls sont au nombre de deux :

. V pour ‘quel que soit’,
. Hpour‘il existe’.

Termes : Un terme peut étre une constante, unablariou une fonction qui prend pour

arguments d’autres termes. Ceci est défini dedarfauivante :
* Une constante est un terme,
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* Une variable est un terme,
f{ts,...,tr) est un terme sf est un symbole de fonction d’arité et si t,...,t, sont des
termes.

Prédicats : Ce sont des formules simples. Les gatdique nous utilisons contiennent des

arguments. Ces derniers sont obligatoirement desete

Formules atomiques : SP est un prédicat d'arité n et sj.t.,t; sont des termes alors
I'expression?(ty,...,t;) est une formule simple (ou formule atomique).

Formules : En logique de premier ordre, sont dantites :
1. Une formule atomique,

(fx /\fz) si f1 etf, sont des formules,
(fa sz) si f1 etf, sont des formules,
—1 f1si f1 est une formule,

(fi~ f2) sif1 etf sont des formules,

H'?fxfsifest une formule,
fosifest une formule.

No bk w N

Remarque : Les quantificateurs ne sont pas utiiaés notre méthode.

Ce vocabulaire permet maintenant de construirecigles. Une regle est de la forme:

Si condition(s) Alors conclusion(s)

La partie condition de la regle r est une formulest décrite par :
Condition(r) : congd/ cong/\ ... A cong
Ou chaque condition est une formule. L'ensemblepilédicats présents dans la condition est
notéP(Condition(r)).
De la méme fagon, la partie conclusion d’une regteune formule et est décrite par :
Conclusion(r) : conc/\ cong /A ... A cong
Ou chaque conclusion est une formule. L’ensembdepdédicats présents dans la conclusion

est not&P(Conclusion(r)).

En logique, une regle est donc représentée parraute suivante :

3 Larité est le nombre d’arguments.
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(cond A cong A ... A cong) —7 (cong A cong A ... A cong)

lllustration avec une expérience de test enzymataEnzymatic Assay

La formalisation du raisonnement permettant d’'imtéter le résultat d’'une expérience de
« Enzymatic Assay (EA, voir la description dans la section Créatil@s regles) conduit a la
regle :

* IF EA(X,[(ny,Y).(N2,2)], [(na,@),(,b)],€) THEN
CATALYZE(x,[(ny,y),(n,2)],[(naa),(m,b)],direct,confirmed,e)

Signifiant : "Si en faisant un EA des molécule®t z en présence de la molécute on
constate un effe¢ sur la production des moléculaset b alorsx a un effete direct sur la

transformation dg etzenaethb.”

Cette écriture ne correspond pas au formalisme mmipr ordre. Par exemple, nous
représentons les listes par des crochets, ce gsi pas reconnu dans ce formalisme. On peut
cependant transformer la regle de maniere autooetig qui conduit a :

Condition(r) : EA(x,liste((py),(n,,2)),liste((n,a),(m,b)),effect)

Conclusion(r) : CATALYZE(x,liste((py),(n,,2)),liste((n,a),(m,b)),direct,confirmed,effect)

Dans la suite du manuscrit, nous utiliserons lengge formalisme qui permet une meilleure

lisibilité des regles.

Les regles sont transformées en régles de Horgst-a*dire en regles comportant une seule
conclusion positive. Par exemple, si une régle artepplusieurs conclusions, on obtient une
regle par conclusion.

Application a la regle portant sur une expérieneg@stern Blot

* |IF PANWB(x;a;e)AND Transcription(z;w)AND Translation(w;y)AND
PanAntibody(a;y)THEN TCE(x;z;w;unknown;hypothesis;&ND
TLE(X;w;y;unknown;hypothesis;&3ND
DEGRADATION(x;w;unknown;hypothesis;&ND
DEGRADATION(x;y;unknown;hypothesis;e)

Signifiant : "Si un WB montre une variatiande la quantité de la protéiye reconnue par
l'anticorpsa pany, entre la condition sans la molécxalans I'environnement cellulaire et
avec la moléculea alors la molécule a un effete hypothétique sur la transcription du géne
en ARNmw avec une distance inconnuexed un effete hypothétique sur la traduction de
I'ARNmM w en protéiney avec une distance inconnuexet un effete hypothétique sur la
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dégradation de 'ARNnw avec une distance inconnuexed un effete hypothétique sur la

dégradation de la protéilyeavec une distance inconnue. »

Sous la forme de regles de Horn, on obtient :

 (PANWB(x;a;e)\ Transcription(z;w\ Translation(w:,/})PanAntibody(a;y)ﬁ"
(TCE(x;z;w;unknown;hypothesis;e))

* (PANWB(x;a;e)\ Transcription(z;w\ Translation(W:/})PanAntibody(a;y),—}
(TLE(x;w;y;unknown;hypothesis;e))

 (PANWB(x;a;e)\ Transcription(z;w\ Translation(w:/})PanAntibody(a;y)ﬁ"
(DEGRADATION(x;w;unknown;hypothesis;e))

* (PANWB(x;a;e)\ Transcription(z;w\ Translation(Wy}‘)PanAntibody(a;y),_?’
(DEGRADATION(x;y;unknown;hypothesis;e))

La création de ces régles de Horn a pour conséquere augmentation du nombre de régles

dans la base.

2- Moteur d’inférence SOLAR

Un moteur d’'inférence est un systeme automatiquepgumet, a partir d'un ensemble de
regles et d'un ensemble de faits initiaux de déddé nouvelles conséquences.

Le moteur d’inférence choisi pour ce travail estL88 (Skip Ordered Linear for Advanced
Reasoniny[190]. SOLAR a été choisi car ce moteur d’infarerest capable de raisonner sur
n'importe quel type de clauses. En effet, outrerégges de Horn utilisées pour construire les
réseaux, des regles permettant de définir les tyfdéculaires des arguments sont également
utilisées. Dans le cas d'uBnzymatic Assayla catalyse de la réaction peut étre réalisée
uniquement si la molécubeest de type Complex ou Protein ou Ribozyme doastibossible
d'écrire la regle 4F EA(X,[(ny,Y),(N,2)],[(Nsa),(m,b)],e) THEN COMPLEX(x) OR
PROTEIN(X)OR RIBOZYME(x) ». Cette derniere n’est pas une reggeHorn. De plus, des
regles de Horn non définies (conclusion unique nmagative) sont également utilisées
comme contrainte d'intégrité telle que «&kst un géne alors n’est pas une protéine », ce
qui s’écrit «IF GENE(X)THEN 7 PROTEIN(x) ».

SOLAR est une implémentation de la procédBkép Ordered Lineaqui est une méthode
permettant de trouver les clauses caractéristiques théorie. SOLAR permet I'élagage des
conséguences redondantes, ce qui réduit I'espacectierche grace a I'implémentation de
différentes méthodesSkip-regularity, Identical reductigri_ocal failure caching for length

condition..).
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SOLAR est un démonstrateur de théoreme basé sésdéution logique du premier ordre. |l
est aussi capable de créer de nouvelles regles grtamisonnement déductif. Par exemple, si
on fournit les regles « SI A et B ALORS C » et «CS¢t D ALORS E », SOLAR sera capable
de créer laregle « SIAetB et D ALORS E ».

Stratégie utilisée [191] :Il existe de nombreuses stratégies pour l'utiiisatde SOLAR.

Nous expliciterons ici uniquement la stratégieisdié par nos collaborateurs du LRI dans le
cadre du stage de Master d’Adrien Rougny.

SOLAR utilise le calcul des tableaux afin de déeluites faits nouveaux a partir d'un
ensemble de régles et de faits initiatop( clauses SOLAR permet I'obtention de clauses
finales a partir de I'extension de clauses inigatep_clauses Unetop_clauseest étendue de
facon itérative par I'élimination des littéraux dette clause et par I'addition de nouveaux
littéraux, ce qui aboutit a chaque itération a develles clauses (Figure 26). Toutes les
clauses,top_clause clauses obtenues et clauses initiales, constituentableau. SOLAR
étend latop_clauseet les clauses qu’il déduit jusqu’a ce que ledablsoit résolu ou jusqu’a

ce qu’il n’y ait plus aucune extension possible.

top_clause

(a) ~ phosphoform(X.Y) or modifiedform({X)Y) ~maodifiedform(A,B) or modifiedprotein(A)

(b) ~phosphoform(A,B) or modifiedprotein{A) phosphoform{pakt, akt)

(c) modifiedprotein{pakt)

Clause of interest

Figure 26 : Exemple de calcul de tableau avec amghde production [191]

SOLAR permet de ne rechercher qu'un sous-ensemdse cdnclusions possibles par la
définition d’'un champ de production (PF). Un tableésolu est donc un tableau qui a pour
clause finale la forme déclarée dans le PF. Pample on peut choisir de rechercher

uniquement les nouveaux faits du typRIQDIFIEDPROTEIN».

La Figure 26 permet d’illustrer la procédure suipgg SOLAR. Sont supposés vrais les trois

prédicats :
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1. PHOSPHOFORM(X,Y) : X est une forme phosphoryléé&/de
2. MODIFIEDFORM(X,Y) : X est une forme modifiée de Y,
3. MODIFIEDPROTEIN(X) : X est une molécule modifiée.

Deux régles sont fournies a SOLAR :

* régle 1 :IF PHOSPHOFORM(X,YJTHEN MODIFIEDFORM(X,Y) formalisée par
~phosphoform(X,Y) or modifiedprotein(X,Y)

* régle 2 :IF MODIFIEDFORM(X,Y) THEN MODIFIEDPROTEIN(X) formalisée par
~modifiedform(X,Y) or modifiedprotein(X)

Le fait initial estPHOSPHOFORM(pAkt,Aktet on réduit le champ de production aux faits
de la formeVIODIFIEDPROTEIN
SOLAR va appliquer les regles au fait initial etdgtuire deux faits nouveaux :

« MODIFIEDFORM(pAkt,Akten utilisant la regle 1,
« MODIFIEDPROTEIN(pAkten utilisant la regle 2.

Cet exemple aboutit sur un fait d’intérét (corresgemt a ce qui est défini dans le PF):
MODIFIEDPROTEIN(pAkt) le tableau est donc résolu puisque d'une partyila plus

d’extension possible et d’autre part, la forme wrét a été obtenue.

Un grand nombre d’options sont disponibles dans ARQLelles permettent de suivre
différentes stratégies de raisonnement. Cellesmfuété utilisées sont :

* Option — used Cette option permet de savoir quelles clausésétinutilisées pour
aboutir a un fait donné, c’est donc I'historiques digits déduits.

» Choix de la top_clauseCette option contraint SOLAR a utiliser cettause comme
commencement, ceci signifie que dans tous les fdéduits, il y en aura
obligatoirement un qui aura la top_clause danshistoriqué.

» Choix du PF. Cette option permet de déterminer la forme @iiét des faits déduits.
Par exemple, si l'utilisateur veut uniqguement deations de phosphorylation, tous les
faits déduits seront de la forme PHOSPHORYLATE.

e Option —df n: Cette option permet de définir une limite quanta profondeur du
raisonnement pour étre sir que SOLAR s’arréte. ofopdeur du raisonnement est
'enchainement des regles, si la profondeur esiniééf deux alors il y aura un
enchainement de deux régles au plus. Cette optitmgue SOLAR fasse des boucles
infinies & cause du fait que certaines clausesegeis/étendre par elles-mémes

“ 1l peut y avoir plusieurs top_clauses mais chdgiteléduit dépend d’au moins une.
® La présence de régles récursives peut empéchigratiser le raisonnement.
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B- Méthodologie de la formalisation

La formalisation du raisonnement et des donnéeérerpntales se déroule en trois étapes. La
premiere consiste en une classification hiérarahigies molécules, la seconde est la
formalisation des relations qu'il est possible eecontrer dans un réseau moléculaire, et pour
terminer, I'étape la plus critique, I'écriture sdosme de régles du raisonnement qui permet a

I'expert de déduire des relations entre les mokxcalpartir de faits expérimentaux.

1- Classification hiérarchique des molécules

Les molécules sont les nceuds des réseaux que taliens. Il est important de définir
précisément des classes (aussi appelées typesutadiés dans ce manuscrit) car certaines
expériences ne peuvent étre appliquées qu’a certigies moléculaires et pas a d’autres : par
exemple, dans une expérienceéldestern Blgtla molécule observée est une protéine.

Il est important de préciser qu'a chaque nivealadeérarchie, les classes sont mutuellement
exclusives. Ainsi, 'appartenance d’une moléculma classe donnée permet de conclure que

cette molécule n'appartient a aucune autre classaéme niveau dans la hiérarchie.

Cette classification est réalisée en fonction dedture biochimique de ces molécules et en
fonction des représentations possibles dans leatgngropre au logiciel CellDesigner. Nous
avons défini cing classes :

— ADN,

— ARN,

— Protéine,

— Petite molécule,
— Complexe.

La seule différence qui existe entre cette classifin et celle du langage de CellDesigner
réside dans le fait que la représentation de I'ABNIimite aux genes avec la possibilité

d’ajouter des régions régulatrices.

ADN : L’ADN est composé de nucléotides, c’est-a-dirdodses azotées liées a une molécule
de désoxyribose portant un groupement phosphasebases azotées contenues dans 'ADN
sont 'adénine, la cytosine, la guanine et la tmemi

L’ADN contient I'information génétique et préseniee localisation précise en fonction du

type d’organisme :
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 Procaryotes : ils contiennent un seul ADN circ@alans le cytosd)|

« Eucaryotes : I'’ADN est divisé en plusieurs chrommed. La plus grande partie de
'ADN est localisée dans le noyau, une petite go@anest présente dans les
mitochondries. Dans le cas des végétaux, il y apeatde quantité située dans les
chloroplastes.

L’appartenance d’'une moléculea la classe ADN est représentée par le prédicaa(RON
Pour la suite de la description des prédicatsgatent notés entre parenthéses.

La classe ADN est divisée en sous-classes car ehfpquie’ de 'ADN ne présente pas les
mémes fonctions biologiques. La Figure 27 présdatdiérarchisation des sous-classes
d’ADN.

Figure 27 : Hiérarchie au sein de la classe ADN

L’ADN contient des genes (GENE(x)), ce sont lesia@g transcrites en ARN. Ces génes
peuvent étre codants (CODINGGENE(x)), c’est-a-djwéls codent pour une protéine. Mais
ces genes peuvent aussi étre non codants (NOCODHENE()), ces derniers sont transcrits
en ARN mais ceux-ci n'aboutissent pas a une traoluen protéines.

L’ADN contient également des régions régulatricBEGDNA(X)). Elles représentent les
régions non transcrites en ARN. Une région régekatmpeut étre une boite TATA

(TATABOX(x)), c’est une portion de '’ADN présentauds la région promotrice d’un gene et
elle sert en partie a la reconnaissance par I'ARNyrpérase, complexe enzymatique

responsable de la transcription en ARN. Une régigulatrice peut étre un domaine de

® Les procaryotes contiennent aussi des plasmidésitmae sont pas nécessaires pour leur
survie.

” Le nombre de chromosomes dépend de |'état deildédl’organisme (humain : 46, souris :
40 et chien : 78).
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fixation d'un facteur de transcription (TFBIND(X)Jn facteur de transcription est une
protéine indispensable pour l'initiation ou la r&dion de la transcription. Il existe deux
autres types de régions régulatrices dans notrssifitation, les régions de fixation
d’amplificateurs de la transcription (ENHANCERBIND) et les régions de fixation de
répresseurs de la transcription (SILENCERBIND(X)).

Cette hiérarchie permet de créer un ensemble desrgpgrmettant de faire le lien entre la
sous-classe d’origine et la classe générale, copanexemple :

« IF GENE(x) THEN DNA(X)
« IF CODINGGENE(x) THEN GENE(x)

Bien sdr, cette classification n'est pas figéesdta possible d’ajouter, par exemple, le site

d’initiation de la transcription.

ARN :

Figure 28 : Hiérarchie au sein de la classe ARN

Les ARN proviennent de la transcription des gefilessont aussi composés de nucléotides,
mais dans leur cas, les bases azotées sont lsesildose portant un groupement phosphate.
Les bases azotées constituant les ARN sont l'adétarcytosine, la guanine et l'uracile. Les
ARN sont divisés en sept sous-classes en fonctédaut role biologique (Figure 28).

Les ARN provenant de la transcription de genes msdasont les ARN messagers

(MRNA(x)). Ces ARN messagers sont ensuite tradentgprotéines. Aucun des autres types
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d’ARN n’est traduit. Les microARN (MIRNA(x)) sontmipliqués dans la régulation des
genes. Les ribozymes (RIBOZYME(x)) sont des ARNédot'une activité catalytique. Les
ARN ribosomaux (RRNA(x)) entrent dans la composities ribosomes qui sont de gros
complexes permettant la synthése des protéinestia g@s ARN messagers. Les ARN de
transfert (TRNA(X)) sont les ARN qui transportess lacides aminés jusqu’aux ribosomes
lors de la traduction des ARN messagers. Les paiRB (SRNA(x)) sont impliqués dans
diverses régulations. Les petits ARN interférerBRNA(s)) sont des ARN courts qui
s’hybrident & des ARN messagers de maniere speéeifid inhibent ainsi leur traduction en
protéine. Ces siRNA sont tres utilisés dans leséme&pces biologiques, le prédicat
SIRNAAGAINST(s,x) signifie que la siRNApermet d’inhiber la synthese de la protéme

La hiérarchie des ARN permet de créer des reglaagitant le lien entre la sous-classe et la
classe, par exemple :

« IF TRNA(X) THEN RNA(X)
« IF RIBOZYME(x) THEN RNA(X)

Protéine : Les protéines (PROTEIN(x)) sont des macromolécudemposées d’acides
aminés. Elles sont issues de la traduction des ARNsagers. Cette classe regroupe toutes
les protéines natives et trois sous-classes, Egipes modifiées, les mutants et les anticorps
(Figure 29).

Figure 29 : Hiérarchie au sein de la classe Pretéin

83



Nous avons  défini

une  sous-classe

regroupant lesotéipes  modifiées
(MODIFIEDPROTEIN(x)). Les protéines peuvent existeous différentes formes, par
exemple elles peuvent contenir une ou plusieursifinations post-traductionnelles, ou
présenter des changements conformationnels, ouesfaice partie d’'un complexe. La sous-
classe des protéines modifiées permet donc de mratqufait qu'une protéine peut avoir
plusieurs états qui ne sont pas obligatoiremeninidéprécisément. Parmi les protéines
modifiées, il y a des phosphoprotéines (PHOSPHOHRRRK)), ce sont des protéines qui
ont subi I'ajout d’'un groupement phosphate au nivelaun résidu sérine, thréonine ou
tyrosine. Il existe des prédicats permettant de figi lien entre les protéines modifiées et leur
forme non modifiée :

» MODIFIEDFORM(b,x) qui signifie qud est une forme modifiée de la protéigde
type de modification et sa position sont ici incosn

* PHOSPHOFORM(b,x,pos) qui signifie que est une forme phosphorylée de la
protéinex a la positiorpos

Tableau 5 : Modifications post-traductionnelleseetr formalisation

Modification Prédicat de la protéine| Prédicat de lien avec la
modifiée protéine native
Acétylation ACETYLPROTEIN(b) ACETYLFORM(b,x,pos)

Glycosylation

GLYCOSYLPROTEIN(b)

GLYCOSYLFORM(b,»9p)

Hydroxylation HYDROXYPROTEIN(b) HYDROXYFORM(b,x,pds
Méthylation METHYLPROTEIN(b) METHYLFORM(b,x,pos)
Myristoylation MYRISTOYLPROTEIN(b) MYRISTOYLFORM(b,x,pos)

Palmitoylation

PALMITOYLPROTEIN(b)

PALMITOYLFORM(b,X,pos)

Phosphorylation

PHOSPHOPROTEIN(b)

PHOSPHOFORM(bs),p

Prénylation

PRENYLPROTEIN(b)

PRENYLFORM(b,x,pos)

Protonation

PROTOPROTEIN(b)

PROTOFORM(b,x,pos)

Sulfatation

SULFATYLPROTEIN(b)

SULFATYLFORM(b,x,pds

Ubiquitination

UBIQUITYLPROTEIN(b)

UBIQUITYLFORM(fx,pos)

Inconnue

MODIFIEDPROTEIN(b)

MODIFIEDFORM(b,X)

La position d’'une modification est le code a unétrée de I'acide aminé portant la
modification et son numéro dans la séquence. Leledab5 regroupe les difféerentes

modifications rencontrées ainsi que les prédicaisleur sont associés. Les modifications
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post-traductionnelles sont tres importantes carfoaetion de I'état de modification d’'une

protéine, cette derniére peut étre active ou imacti

Dans la hiérarchie des protéines, nous avons diédimx autres sous-classes : les anticorps et
les mutants. Ces sous-classes ont été différencagédeur description nécessite des prédicats
supplémentaires. Dans le cas des mutants, un ptédidinit le lien entre le mutant et la
protéine sauvage : MUTANT(m,z) qui signifie quepl@téinem est un mutant de la protéine

z. Dans le cas d’'un anticorps, un prédicat permetedeelier a sa molécule cible. Pour
I'écriture de ce prédicat, il existe une distinatientre un anticorpa capable de reconnaitre
toutes les formes (la forme native et les forme iffees) d'une protéinex:
PANANTIBODY((a,x), et un anticorpa capable de reconnaitre spécifiquemenine forme
modifiée dex : ANTIBODYAGAINST(a,y).

Petite _molécule : Cette classe regroupe toutes les petites molécules
(SMALLMOLECULE(x)) qui sont réparties en deux sotlasses (Figure 30), les ions
(ION(x)) et les molécules simples (SIMPLEMOLECULB)x

Figure 30 : Hiérarchie au sein de la classe Pditgcules

Complexe : La derniere classe contient les assemblages dasiepta molécules
(COMPLEX(x) ), les composants du complexe pouvant apparteningorte quelle classe

moléculaire, y compris Complexe.

Il est important de bien classer les différente$égdes qui entrent dans la composition d’'un
réseau moléculaire car un grand nombre de relatixgste qu’entre des types moléculaires
bien définis. Cela permet de s’assurer d’'une cegtéorme de cohérence, celle liee aux types

moléculaires utilisés en entrée, ainsi que degiaifstation biologique des faits déduits.
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2- Hiérarchie des relations

Les relations sont les liens biochimiques entre neslécules d'un réseau. Dans cette
description, nous nous limiterons a deux exempileguemment rencontrés dans les réseaux
de signalisation, les relations de complexationdet phosphorylation, ainsi qu'un cas
formalisé de facon particuliére la traduction. laegres relations sont décrites dans I'’Annexe
1.

Les relations que nous allons présenter contierumenu trois parameétres particuliers noteés :

» Status permet d’indiquer si la relation est validéerffirmed, invalidée {nvalidated
ou hypothétiquehypothesig

» Distance indique si la relation est directdirect), indirecte (hdirect) ou si cette
information est inconnuaiiknownn,

» Effect est I'effet observé, qui peut étre une augmestiatncrease, une diminution
(decreasgou nul foeffecy.

Complexation : La complexation est une relation entre deux mdéscwou plus qui

s’assemblent pour former un complexe (Figure 31).

~ Moléculex

Complexe (1)x:(1)y

Figure 31 : Complexation

Une moléculex et une moléculg se lient pour former le complexg)x:(1)y.

La formalisation d’'une complexation est représeptide prédicat :
CO([(nx,x),(ny,y)],(nw)x:(ny)y,status)

Ou x ety sont des molécules qui composent le comp(exe:(ny)y avecn, etny des entiers

représentant la stoechiométrie des molécxletsy respectivement. Les molécules qui entrent

dans la composition d’'un complexe peuvent apparéeniimporte quelle classe (ADN, ARN,

Protéine, Petite molécule et Complexe). Bien ®lproduit de la complexation appartient a la

classe Complexe. Les paramétiesganceet effectsont absents puisque dans ce cas la relation

est nécessairement directe, et la notion d’effetpals de sens.
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Phosphorylation : C’est I'addition d’'un groupement phosphate {P®ur une protéirfe

(Figure 32).
. ", @
Kinase Kinase Kinase

Figure 32 : Phosphorylation directe

La kinase est une protéine ayant une activité eangue, elle fixe sa protéine substrat et une nuded’ATP.
La kinase hydrolyse 'ATP en ADP, ce qui permetitetration d’un groupement phosphate qui est ajaleté
maniéere covalente a la protéine substrat.

La phosphorylation d’'une protéine est trés impdgamar dans un grand nombre de cas cette
modification est intimement liée a I'état d’act&itle la protéine. Par exemple, une protéine
peut étre active si elle est phosphorylée sur wsitipn particuliere (type de résidu et son
numéro dans la séquence) et étre inactive si g#tesphorylation est absente. Ou au
contraire, une phosphorylation peut étre respopsdbl I'inactivation d’'une protéine et sa
déphosphorylation peut entrainer son activatiorti €st particulierement fréquent dans les

réseaux de signalisation cellulaire, qui constituratre principal domaine d’application.

La formalisation se fait par le prédicat suivant :
PHOSPHORYLATE(x,y,b,distance,status,effect)

Ou x est la molécule qui a un effet sur la phosphagtatiey en b. La moléculex peut

appartenir a n'importe quelle classe moléculaigemoléculey fait obligatoirement partie de

la classe Protéines leest obligatoirement une phosphoprotéine.

La distance peut étre directe, indirecte ou incennceffet peut étre une augmentation, une

diminution ou sans effet.

Traduction : C’est la lecture d'un ARN messager par un ribosqmoer synthétiser la

protéine correspondante (Figure 33).

8 Actuellement, la phosphorylation est considéréguement comme une modification post-
traductionnelle, cela poura étre modifié si nédessa
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NH2
Vet Arg
Phe

Peptide
Anticodon
~

4 4
Arg >Addition d'un %4
. Acide aminé  Entrée de 'ARNt
o
Départ de 'ARNt

Grande sous-unité 50S

E @l A
mRNA  5' AUGUUUGAUCGUCGGUAUUCUCAGAGUGAGGGGUACUAA 3’
Petite sous-unité 30S

Codon d'initiation STOP codon

Grande sous-unité + Petite sous-unité = Ribosome 70S

Figure 33 : Déroulement de la traduction

A pour AminoAcyl, P pour Peptidyl et E pour ExitARN de transfert entre dans le ribosome par latéak,
puis s'il est complémentaire du codon en coursdtute, il se déplace dans la cavité P ol I'acidimé@ associé
est lié au peptide en cours de synthése, puistidsoribosome par la cavité E.

L’ARN est composé de nucléotides qui sont lus tpmas trois (par codon) a l'intérieur du

ribosome. Un codon correspond a un seul acide aminé

Le ribosome reconnait le codon d'initiation AUG. Gzdon est en principe toujours le point

de départ de la traduction. Quand un ribosomenlitadon, un ARN de transfert se joint au

complexe par liaison de son anticodon au codoroarsae lecture (Figure 33).

S’il y a complémentarité anticodon/codon, alorgiti@ aminé apporté par 'ARN de transfert

se lie & la chaine peptidique en cours de syntisasen il repart avec son acide aminé pour

laisser la place a un autre. L’élongation du peptidntinue jusqu’a ce que le ribosome lise un

codon STOP.

La traduction est formalisée par le prédicat :

TRANSLATION(W,y)

Ouw est ’ARN messager traduit en la protéine

La traduction est un mécanisme cellulaire tres dergpqui nécessite un grand nombre de

régulations. Le prédicat formalise uniguement leda’'un ARNmw est traduit en protéine

3- Création de regles

Les regles définissent comment des faits nouveauwwgnt étre déduits a partir de faits

préexistants. Dans notre méthode, les faits initimont les résultats d’expériences

biologiques qui permettent a I'expert de déduirs daations entre molécules. Ces regles

doivent donc permettre de reproduire le raisonn¢metiexpert.
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Nous avons distingué deux types de régles : ldegégmples qui sont l'interprétation directe
des résultats d’expériences biologiques, et leesegpmplexes dont les conditions sont des
faits nouveaux.

L'utilisation d’un moteur d’inférence automatiqueperte une contrainte trés forte : toute
molécule présente dans la conclusion doit étreeégait présente dans la condition. Par
exemple, si on observe une augmentation de la pbogption d’'une protéing en présence
d’'une stimulation alors la stimulation induit la g#phorylation dey pour donnery
phosphorylée. Oy phosphorylée est une nouvelle molécule qui sirédpparait pas dans la
condition comme étant une forme phosphorylég,den’est pas possible de I'obtenir dans la
conclusion.

Nous avons choisi de présenter la méthodologieagpermis de créer les regles les plus
frequemment utilisées. Cependant, la création dgkes non décrite ici, est disponible en

Annexe 2.

3.1- Création de regles simples

Les régles ont été créées a partir des expérieroesntrées dans la littérature qui a permis
de créer manuellement le réseau induit par la FSHartir de ces expériences nous avons
créé dans un premier temps des prédicats qui sblgables dans difféerents types
d’expériences comme par exemple ANTIBODYAGAINSTjagt INHIBITOR(i,x). Ces
prédicats ont été présentés dans la Classifichtérarchique des molécules et sont également
disponibles dans I’Annexe 3. Dans un second teteprédicats de relations présentés dans
la Hiérarchie des relations ont été élaborés. Emsnpus avons formalisé le raisonnement

relatif aux différents types d’expériences rencésitr

Test enzymatique ou Enzymatic Assay :

LA ]
Enzyme ——@® o
° L ]

Substrat ——

Pas de
changement

Figure 34 : Enzymatic Assay
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Le principe d'unEnzymatic AssafEA) est de mesurer 'activité d’'une enzyme. Cdteiere
est placée en présence de son (ses) substrat(s)ne¢sure la production du (des) produit(s)
(Figure 34).

Le prédicat de I'EA contient donc I'enzyme, ladiste substrats, la liste de produits et I'effet.
Dans ce cas, l'effe¢ peut étre une augmentation ou nul (Figure 34h’'dkt pas possible
d’avoir une diminution car soit 'enzyme catalyseeuréaction soit elle ne le fait pas. En
conclusion, on obtient une réaction enzymatiquerélgde créée est :

* IF EA(X,[(ny,Y)].[(nz,2)],e) THEN CATALYZE(X,[(ny.Y)].[(nzz)].direct,confirmed,e)

Immunoprécipitation (IP) L 'immunoprécipitation consiste a isoler une pro&d’intérét en

utilisant un anticorps dirigé contre elle. Danscles ou la protéine d’intérét forme un
complexe avec d’autres molécules, ces dernierestseo-purifiées avec cette protéine (co-
immunoprécipitation). La regle correspondante est :

o IF IP([x,Y,...],increase)THEN CO([(?,X),(?,Y)],(?)x:(?)y,confirmed)

L’'immunoprécipitation est également utilisée poamparer les quantités de protéines ou de
complexes en présence et en absence d'un smrahns le cas d’'une quantification de
complexe, ceci se traduit par la régle suivante :

e IF IPD(z,[X,y],increaseYHEN
ECO(z,[(?,x),(?,y)],(?)x:(?)y,unknown,confirmed iaase AND
CO([(?,%),(?2,)].(?)x:(?)y,confirmed)

Avec ECO signifiant effet sur la complexation.

Mesure de la phosphorylation ou Phosphorylationafs@PA) : Un PA est unNestern Blot

permettant de visualiser I'état de phosphorylatitume protéine. Dans ce cas, on utilisera
pour la détection un anticorps spécifigue de lanforphosphorylée dg que l'on veut
visualiser.

Cette expérience permet d’évaluer I'effet de la éuoole x sur la phosphorylation de la
protéiney. L'’exemple de la Figure 35 montre une augmentatiea quantité dé (forme
phosphorylée dg), donc on peut conclure guenduit la phosphorylation dgenb avec une

distance inconnue.
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Echantillon Contréle

Marqueurs

de tailles 1 Echantillon en

condition x

Figure 35 : Phosphorylation Assay

On cherche a mesurer I'action de la molécuserr la phosphorylation de la protéinenb. ParPhosphorylation
Assay on constate une augmentation de la quantit® ele présence de On peut en conclure queinduit la
phosphorylation dg enb avec une distance inconnue. Fléche pointilléeevertelation confirmée avec une
distance inconnue.

Le Phosphorylation Assagst formalisé par le prédicat PA(x,y,a,e). On m@&&galement que

b est une forme phosphorylée ge (PHOSPHOFORM(b,y,pos)) et que reconnaitb
(ANTIBODYAGAINST(a,b)).

Comme il n'y a qu’une seule hypothese possible gaptiquer le résultat de I'expérience, la
conclusion aura le statut « confirmed », par cohésgérience ne permet pas de conclure a
une action directe ou indirecte : PHOSPHORYLATEx,ynknown,confirmed,e).
L’assemblage de ces prédicats permet de conslauiégle suivante :

* IF PA(x,y,a,e)AND ANTIBODYAGAINST(a,b) AND PHOSPHOFORM(b,y,pos)
THEN PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,e)

3.2- Création de régles complexes

Les regles complexes permettent de formaliserimaement par la combinaison de faits
déduits. Elles permettent de déduire de nouvelidations, d’étendre les propriétés de
molécules ou de préciser certaines relations nogmhen ce qui concerne leur distance. Elles
permettent également de « transférer » les pr@griéémontrées pour un agoniste au ligand

naturel.

Création de nouvelles relations avec une précisionla distance Souvent les conclusions

obtenues comportent une distance inconnue, ot passible de conclure qu’une relation est
indirecte si les molécules concernées ne se sipemtans le méme compartiment cellulaire.
Ainsi, un prédicat a été créé pour exprimer laagisé entre compartiments dans lesquels se
trouvent les moléculex et y: COMPARTDIST(x,y,distance). Cette distance prealr
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valeur same neighbour ou distant permettant d’indiquer si les compartiments sae¥ |
mémes, connexes, ou disjoints. Ce fait peut étlaitife la regle suivante :

 |IF LOCALIZATION(y,cytosol) AND NOLOCALIZATION(y,extracellular) AND
NOLOCALIZATION(y,plasmamembrane)AND LOCALIZATION(x,extracellular)
AND NOLOCALIZATION(x,plasmamembrane) AND
NOLOCALIZATION(x,cytosol) THEN COMPARTDIST(x,y,distant)

Signification : Si la moléculg est localisée dans le cytosol et n'est pas lobalidans le
milieu extracellulaire ni dans la membrane plasmigtisi la molécul& est localisée dans le
milieu extracellulaire et n’est pas localisée d@ngytosol ni dans la membrane plasmique

alors les deux moléculesety sont distantes I'une de l'autre.

Ces nouveaux faits COMPARTDIST peuvent ainsi étiteséis afin de préciser des relations :

e IF PHOSPHORYLATE(x,y,b,unknown,confirmed,e) AND
COMPARTDIST(x,y,distantTHEN PHOSPHORYLATE(X,y,b,indirect,confirmed,e)
AND PHOSPHORYLATE(x,y,b,direct,invalidated,e)

Signification : Si la molécule a un effete confirmé sur la phosphorylation de la proténe
pour donneb avec une distance inconnue et si les moléculesy sont distantes I'une de
I'autre alors la molécul& a un effete indirect confirmé sur la phosphorylation de latpnoe

y pour donneb.

Utilisation des données concernant les agonistga :agoniste est une molécule capable de

mimer les effets d’'une molécule naturelle grace &ixation sur un méme récept@uli est
donc possible de « transférer » a une molézids faits déduits pour son agonist@rédicat
AGONIST(x,2)) :

. IF PHOSPHORYLATE(x,y,b,d,s,e) AND  AGONIST(x,zZ)  THEN
PHOSPHORYLATE(z,y,b,d,s,e)

Signification : Six a un effete sur la phosphorylation de la protéypour donneb avec une
distanced et un status et six est un agoniste dealorsz a un effete sur la phosphorylation

de la protéing pour donneb avec une distanaket un status.

Il faut noter que cette regle est valable pouragsnistes complets, elle ne peut en aucun cas

étre utilisée dans le cas d’agonistes biaisés.

% |l est également possible dire agoniste du récepte
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Tous les prédicats utilisés dans notre méthode dmpionibles dans le dictionnaire des
données en Annexe 3. La description de la créateitoutes les régles est disponible dans

'’Annexe 4.
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lI- Stockage des données

La méthode d’inférence automatique présentée dette these implique I'utilisation d’'un
nombre important de régles et de faits initiauxpeimet I'obtention d’'un nombre également
important de faits déduits. De plus, comme nousls vu, la syntaxe des regles et des faits
est contraignante et peu intuitive. Afin de faeillitensemble du processus, nous avons créee
une base de données qui contient a la fois lessglgls faits initiaux (ainsi que des détails sur
leur provenance) et les faits déduits. Nous avgateéent généré un ensemble de scripts qui
permettent d’exporter vers SOLAR les regles effdés initiaux, d'importer les faits déduits

et de les traduire en un fichier lisible par Cebigmer.

A- Regles et prédicats

La Figure 36 montre le schéma de base de donnéss|@astockage des regles et des
prédicats. Les prédicats sont stockés dans la pmbticate Les regles sont stockées dans la
table rule. Comme cela a été décrit plus haut, une regle@siposée de un ou plusieurs
prédicats en condition et un ou plusieurs prédicas conclusion. La table
predicate_compose_rulpermet de faire le lien entre les regles et lefipats qui les
composent, le chamgondition de cette table permet de préciser si le prédippamit en
condition ou en conclusion de la régle. Ainsi uegle est liée a au moins deux prédicats, un
prédicat est lié a zéro, une ou plusieurs regles.ptédicat peut provenir d’'un protocole
expérimental (tableexperimenttype mais ce n’est pas obligatoirement le cas (caliténa
0...%)% Un protocole est lié & au moins un prédicat. aadinalité de la relation est définie
comme 0...*, alors qu’elle devrait étre 1...*, pourpettre de créer des types d’expériences
pour lesquelles les prédicats et les regles n‘oas gncore été définis. La table
predicate_experimenttygmermet de faire la liaison. Dans le cas ou urupeateur est utilisé,
son type est défini dans la talperturbatortype(actuellement les types de perturbateurs
définis sont : Inhibiteur, SIRNA, Antagoniste). kjgérience perturbée (par exemple un
Western Bloen présence d’'un siRNA) est définie comme un naungpe d’expérience dans
la tableexperimenttypeet est liée a I'expérience non perturbée (patdtiimédiaire de la table
perturbated_experimenttypeet au type de perturbateur (par l'intermédiaie ld table

10 | "étoile * signifie « plusieurs ».
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experimenttype_perturbatortypeUne expérience peut étre non perturbée ou cordpze

plusieurs perturbations et, une perturbation pdrg présente dans 0 a plusieurs types

d’expériences. Un résultat d’expérience (tabkperiment est lié a un et un seul type

d’expérience. Au contraire, un type d’expériencaitpétre utilisé dans de nombreuses

expériences.

_| experimenttype_perturbatortype ¥ 0

" perturbatortype v
idpetturbatortype INT

perturbatortype VARHAR(45)

idexperimenttype INT
idperturbatortype TNT

m perturbated experimenttype ¥
‘ idexperimenttype INT

idperturbatedexperimenttype INT

| fact v
idfack IMT
Fack YARCHAR(500)

m experimenttype ¥
idexxperimenttype INT
name TERT
spipsectionZ BIGINT(21})

conditionZ YARHAR{ZS0)
>

0.r

ackion WARCHAR(S00)

>
:l experiment v
q idexperiment INT
_________ o.* spipsertion BIGIMT(21)

closed BOOLE Al
* idexperimenttype INT

" predicate_experimenttype ¥

idpredicate INT
idextperimenttype INT

m predicate v

idpredicate INT
1 predicate TEXT

weknow BOOLEAN

Fidpredicate INT
>

I role v

idrole INT

role YARCHAR(4S)
> |

_| variable ¥
idvariahle INT

variable ¥ ARCHAR(45)
»>

frenchdatadictionnary TEXT

englishdatadictionnary TEXT
>

0

>
>
_rule v
m predicate_compose_rule ¥
idrule INT
idpredicate INT
1.7 1 rule TERT
idrule INT
vdidated BOOLEAN
condition BOOLEAN
comment TERT
»
>

__| predicate_has_parameter ¥

idparameter INT
idpredicate INT

_] parameter ¥
idparameter INT

0.* idist BOOLEAN
stoichio BOOLEAN
display BOOLE Al

0.* | “Fidrole INT

¥ idvariable INT

% idparametertype INT
>

>
:l parametertype v
1 idparametertype INT
i_ _____ parametertype VARCHAR(45)
0.* ' -

] moleculetype v
idmoleculetype INT

moleculetype YARCHAR(45)

"] parameter_moleculetype ¥
idparameter INT
idmaleculetype INT

Figure 36 : Schéma de données pour le stockagedles et des prédicats
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Les faits sont des prédicats instanciés, il exédac un lien entre les prédicats (table
predicatg et les faits (tabléact). La structure concernant les faits sera expliquiés loin.

Les prédicats peuvent contenir de 0 a plusieuanpatres (0...*). Un parametre peut ne pas
étre utilisé dans un prédicat ou peut étre utitlaés un ou plusieurs prédicat (0...*). Les
paramétres ont obligatoirement un réle (molécubeitée, molécule d'intérét...), la cardinalité
0...* est utilisée pour faciliter I'insertion des daFes. Les parameétres ont obligatoirement un
type (distance, effet, molécule, compartiment...).s Lgaramétres sont obligatoirement
représentés par une variabkyf,...). Si le parameétre est une molécule, cette mtdgoeut
provenir d'une ou plusieurs classes. Par exempleparamétre qui a pour rétatalyseur
dans une réaction enzymatique peut provenir desetaProtéine, Complexe ou Ribozyme.
De cette facon, nous mettons en place un systemeegdgction des types moléculaires
possibles pour chaque argument (si c’est une miglgcliun prédicat. Le lien entre les
paramétres et les types moléculaires (tabtdeculetypg est fait par I'intermédiaire de la
tableparameter_moleculetype

B- Molécules

Le schéma des données pour le stockage des maéestigprésenté sur la Figure 37. Les
molécules sont répertoriées dans une tatmeculeet chacune d’entre elles est reliée a une
des classes présentées précédemment (taddieculetype La hiérarchisation des molécules
est prise en charge par la tabeleculetypehierarchyc’est-a-dire que dans cette table, les
sous-classes sont liées a la classe supérieure.

Au sein des cellules, il existe une compartimeatati(cytosol, noyau, membrane
plasmique...), celle-ci est répertoriée dans la tableompartmentCette compartimentation
permet d’associer aux molécules une localisatidinlage quand I'information est disponible
(tablemoleculelocation La tablemoleculecontient les champs qui sont communs a tous les
types de molécules, les tabbastibody,smallmoleculeregDNA RNA geneet proteinont été
créées de fagcon a prendre en compte les donnéssmjuspecifiques au type correspondant.
Une molécule ne peut faire partie que d'une et smde classe, de ce fait les liaisons sont
notées 0.1 sur les tables représentant les différentes edassela signifie par exemple,
gu’une molécule est un gene ou ne l'est pas.

Il existe des liens biologiques entre certaineséaules, en particulier la tabigene_to RNA
faisant le lien entre un géne et 'ARN correspondintableRNA _to_proteirfait le lien entre

un ARN messager et la (les) protéine(s) traduité@3 complexes sont des molécules et sont

liés a leurs composants (talolemplexmolecule
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Figure 37 : Schéma de données pour le stockagmalésules
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Une molécule modifiée est répertoriée dans la tatméeculeet est liée a la molécule non
modifiée (tablemodifiedmoleculg ainsi qu'au type de modifidation (tabieodificationtypé

il y a donc une table intermédiaire faisant le lemire la molécule modifiée et le type de
modification qu’elle porte, ainsi que sa posititab{emolecule_modificationtype

Les molécules, telles que les genes, les ARN, teiipes et les complexes, ne sont pas
identiques d’'une espéce a l'autre, c’'est pourqadidse de données permet une liaison entre
les molécules et les espéces (tapleciey grace a la tablmolecule_by species

En ce qui concerne les anticorps, il est nécesskareonnaitre la (les) molécule(s) qu’ils
ciblent, la tablédindspermet de relier un anticorps a sa ou ses cibles.

La tableperturbator regroupe la description des molécules perturtesgyielle est liee a la
table perturbatortype Si une molécule est présente dans cette takdel edt également dans
la table molecule Lorsqu’une molécule perturbatrice a une ou plusiecibles, la table

perturbationpermet de faire le lien.

C- Données expérimentales

La Figure 38 montre le schéma de données permdtastiockage des expériences. Les
expériences, qui permettent de générer les famst stockées dans la tabéxperiment
Chaque expérience est liée a un type d’experidabdeexperimenttypelans la partie Reégles
et prédicats).

Les expériences doivent avoir une source, qui it étre une publication (table
publicatior), soit provenir d’'une autre source, par exemple ragre équipe (table
otherreferenck

Une expérience suit une méthode (tabkthod. Elle peut étre réalisée sur un type cellulaire
particulier (tablecellularmateria). Il existe des kits pour certaines expériencks,sont
stockés dans la tablkit et dans le cas ou une expérience nécessite urekitpuple
Kit/expérience est donné dans la tablgeriment kit Il peut arriver que les chercheurs
utilisent un autre matériel (exemple : un logic@bur leurs expériences. Il sera stocké dans la
table othermaterial et le lien entre lui et I'expérience est effectgéace a la table
experiment_othermaterial

Si les auteurs des expériences veulent ajouteichier, par exemple une image, la table
stocke le chemin pour accéder a I'image et le heBc I'expérience se fait via la table

experiment_file
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Il est possible que les expériences soient réaliségartir de matériel provenant d’un
compartiment cellulaire particulier (tablesllcompartmenetexperiment_cellcompartment

La tableexperiment_moleculgermet de relier une expérience avec les molécolesernées.
Ces molécules ont un réle au sein de I'expérieateue ‘molécule observée’ par exemple.
Les rbles sont répertoriés dans la taiole et I'identifiant d’'un role est repris dans la &bl
experiment_moleculgour chaque couple molécule/expérience.

Souvent, les chercheurs veulent connaitre les tiarg cellulaires que peut entrainer un
changement des conditions environnementales (exsmplajout d'une hormone,
lumiere/obscurité.), nous avons choisi de homnggnal ce type de changement. lls sont
stockés dans une tab$ignal et les couples expérience/signal sont présents amable

experiment_signal
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Figure 38 : Schéma de données pour le stockagexgésiences
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Les expériences conduisent a des faits expérimentadrigure 39 correspond au schéma de

données pour le stockage des faits.
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Figure 39 : Schéma de données pour le stockagrites

Les faits sont stockés dans la talfidet et sont liés aux expériences grace a la table
fact_from_experimentJn fait peut provenir de 0 ou plusieurs expérgnet une expérience
peut aboutir a 0 ou plusieurs faits. Comme celdéadé plus tot, un fait est un prédicat
instancié donc un fait est lié a un et un seulipeddtablepredicatg. Différents faits peuvent
représenter I'instanciation d’'un méme prédicat.falhpeut étre valable uniquement dans un
compartiment cellulaire, par exemple, il existe degériences de localisation qui aboutissent
a ce type de faits, c’est pourquoi une tdatt cellcompartmerd été créée de fagon a stocker
les couples fait/compartiment. Dans le cas ouxegrences sont réalisées sur des molécules,
les faits contiennent obligatoirement ces molécues tant que variables, les couples
fait/molécule sont présentés dans la taliéet molecule Un fait ne provient pas
obligatoirement d'une expérience, par exemple ténsiation des prédicats
PHOSPHOFORM(b,y,pos) ou ANTIBODYAGAINST(a,y), n'gsas liee a des expériences.
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La tablefact_from_molecul@résente les couples fait/molécule dans le cae®iaits sont

relatifs uniquement a des molécules comme dardeles exemples cités.

Une interface est également en cours de développerle permettra la saisie des données
et notamment la création automatique de faitseRemple, lorsqu’un utilisateur ajoutera une
protéine comportant une phosphorylation, le fait G3PHOFORM sera créé
automatiquement a partir des données fournies.l3® finsertion d’une protéine a partir de
son identifiant Uniprot permet la récupération taehtifiant de son géne et de son ARN
messager d’origine. Ces données alimentent leesdgbhe _to RNAtRNA _to_proteiret la
création automatigue des faits portant sur les ipaéxl TRANSCRIPTION et
TRANSLATION. L’insertion de perturbateurs sera @gaént accompagnée de la génération
automatique des faits tels que INHIBITOR, SIRNAAGIST ou ANTAGONIST.

La méthode que nous avons suivie permet, si cdlanésessaire, d’étendre la base de
données. Par exemple, si les tables actuelles mtepss suffisantes en ce qui concerne les
molécules, il sera tout a fait possible d’en cdenouvelles. Il faut noter aussi que le fait de
limiter les types moléculaires (natures biochimg)u@ossibles pour les arguments des
prédicats au moment de la saisie des données peféater I'entrée d’erreurs lors de

I'instanciation de ces prédicats.
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l1l- Visualisation des réseaux

Pour présenter les réseaux de signalisation ohtaous avons choisi le logiciel CellDesigner
(choix expliqué dans la partie «Une nouvelle mééod’inférence de réseaux de
signalisation »). Dans cette partie, nous allongsgmter le logiciel et expliquer la

transformation des faits en éléments du réseau.

1- CellDesigner

CellDesigner est un éditeur gratuit et multi-platefe de représentation graphique des
réseaux. Les créateurs de CellDesigner ont dévélapdangage qui est propre a ce logiciel,
c’est une extension du SBML par le langage SBGNidd#at les diagrammes de processus

(http://www.celldesigner.ory[192, 193]. Il est également lié a des packagesimhulation et

d’analyse de réseaux par I'intermédiaireSystems Biology Workben(®BW). CellDesigner
peut également faire de I'analyse de paramétree gdSBML ODE Solveou COPASI.
CellDesigner permet aussi de relier les élémenia déseau a diverses bases de données, il
est donc possible d’associer une protéine a la gagiescription de son gene d’origine dans
la banque de données EntrezGene grace a son ideintti encore de lier les relations a des
articles répertoriés dans la banque de données &libMhaque élément du réseau peut

également porter un identifiant de I'ontologie SBO.

2- Transformation des faits en éléments du réseau

La transformation des faits en réseau est réaksealeux étapes. Tout d’abord, il faut
représenter les nceuds du réseau (molécules), gauigisons entre les molécules grace aux

faits initiaux ou déduits.

Molécules :Elles sont, comme dit précédemment, les nceudéstiau. La Figure 40 présente
la convention de représentation utilisée pour leslénules dans CellDesigner. La
classification présentée plus tot est retrouveéeSieules les molécules d’ADN correspondant a
des régions régulatrices sont absentes mais ddli3e€igner, il est possible de les ajouter
directement sur les genes (Figure 41).

Pour les protéines, il est possible de visualigsr grotéines dites « génériques », et il existe

une symbolique particuliére pour les récepteutestanaux ioniques.
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|j Réceptaur O lon
I:I Géne © Petite maolécule
[j] Canaliun‘que
——
Protéina Prqtnulm Complexe
acotylée
Protéine ) —
phosphorylée

Figure 40 : Convention de représentation utilisgéer pa représentation des molécules dans
CellDesigner

RegDha

Céene

Figure 41 : Gene représenté avec une région réigelat

Les molécules sont extraites de la tatmleleculede la base de données. La représentation
graphique est déterminée par la classe de la nleléloes molécules extraites correspondent
aux classes Gene, ARN, Protéine, Petite molécuBoetplexe. En revanche, sont exclues les
protéines appartenant aux sous-classes Anticorpguent. Sont aussi exclues toutes les
perturbations (Inhibiteur, siRNA, Antagoniste) et lagonistes/analogues structuraux. Ces
différents types moléculaires sont des ‘outils’idéaa la construction du réseau mais n’en
font, en réalité, pas partie.

Lorsque les régions régulatrices seront utilisélss seront extraites de la méme facon.

Les protéines sont représentées par la notatioresmondant aux récepteurs si le mot
‘receptof apparait dans leur nom complet. Les canaux i@sque sont pas apparus dans nos
premiers réseaux, mais il sera possible de lesaégu avec la représentation graphique
appropriée en cherchardhannel dans leur nom complet. Pour les protéines moekfiane
étape supplémentaire est nécessaire : on lespjaatraitre comme des protéines (géneériques,
récepteurs, canaux ionigues), ensuite la (les) fication(s) ainsi que sa (leur) position sont
récupérées dans la talmlecule _modificationtypet ajoutées a la visualisation.
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Relations : Les faits nouveaux obtenus par inférence sontalasons entre les molécules du
réseau. Cependant, certaines de ces relations niepae incluses dans la représentation
graphique car elles ne sont pas pertinentes pétudeé biologigue. En particulier, les relations
dont l'effet est nul foeffect ne sont pas représentées, de méme que les melatipliquant

les agonistes, antagonistes et mutants car cescubedéne font pas réellement partie des
réseaux. En effet, les faits qui démontrent la giés de ces relations sont nécessaires au
raisonnement, mais ne sont pas utiles a la compsé@edu systéeme. En ce qui concerne les
prédicats convertibles en schémas CellDesignéiiglare 42 illustre quelques exemples.

ECO(z;[(ny,y),(nyx)];(ny)y:(n)x;unknown;confirmed;increase DISSOCIATION((ny)x:(ny)y;[(ny,x),(ny,¥)]; confirmed)

@ .
CATALYZE(z;[(ny,Y)]; [(ny,b)];direct;confirmed;increase) | PHOSPHORYLATE(x;y;b;unknown;hypothesis;increase)

ol | oy *%--*Eﬁﬁ

TRANSCRIPTION(v;w)

TLE(x;v;w;indirect;confirmed;decrease)

Figure 42 : Exemples de prédicats convertis erésgmtation graphigue CellDesigner
ECO : Effet sur la complexation, TLE : Effet surttaduction

Légende des représentations graphiques :

Un code couleur a été mis au point pour mettrevateace les différents statuts et distances.
Relations confirmées :

» Silarelation est directe, elle apparait en pkatn noir,
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» Silarelation est indirecte, elle apparait en flbés noirs,

» Silarelation a une distance inconnue, elle apparapointillés verts,

e Si la relation est admise (issue du savoir de Beixmais pas inférée a partir de faits
expérimentaux), elle apparait en parme.

Relations hypothétiques :

» Silarelation est directe, elle apparait en taiitinu bleu,
» Silarelation est indirecte, elle apparait en flbés bleus,
» Silarelation a une distance inconnue, elle apparapointillés rouge.

Extraction des relations :

Toutes les relations sont extraites de la baseodaées a partir de la takdfect Dans les cas
de modification, transcription et traduction, laat®n est extraite a partir des tables
modifiedmoleculegene_to_RNAet RNA_to_proteinrespectivement (partie A Figure 43).
Ensuite, I'action d’'une molécule sur ces relati@ss ajoutée si un fait le précise (partie B
Figure 43).

Ajout si un fait TCE(y;Gene;RNA;unknown;confirmed;increase)
existe

A B

Extraction a partir de
la table gene_to_RNA

Figure 43 : Extraction des relations dans la baseahnées

Les relations de complexation sont extraites arpadet la tablecomplexmoleculecette table

fait le lien entre les complexes et leurs compasdahsuite, ces relations sont directement
converties en représentation CellDesigner. Si det efur une complexation existe, cette
régulation est ajoutée sur la complexation coneeri# ce qui concerne les relations de
dissociation, la situation est différente car i psssible d’avoir un complexe formé a partir
de molécules «isolées » et ce méme complexe poeaalissocier en, par exemple, deux
complexes plus petits. C’est pourquoi, un fait tesakiation est extrait a partir de la tafaet

et est directement converti en graphique.
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Signalisation induite par I’lhormone folliculo-
stimulante (FSH)

108



109



L’hormone FSH est au coeur du projet de recherchiédeipe BIOS, c’est pourquoi nous
avons choisi le réseau de signalisation intracahelldéclenché par cette hormone comme
modele d’élaboration de notre méthode automatiguéedence de réseaux. Afin de valider
les capacités de notre méthode a exploiter au mawintes données expérimentales
disponibles, mais également dans le but d’estireer lgnitations en termes de taille des
réseaux inférés, nous avons cherché a reconstiéueéseau le plus large possible. Les
données expérimentales qui ont permis la constructianuelle de ce réseau sont issues de la
littérature et résultent de I'analyse de plus de aAicles. Une partie du réseau ainsi construit

a été publiée dans une revue incluse ci-apres.

Dans les figures de [larticle, les schémas des svale signalisation (réalisés avec
CellDesigner) montrent non seulement les relataunséseau, mais également pour chacune
la ou les publications dans lesquelles apparaisinexpériences qui justifient son existence.
L’objectif est non seulement de permettre a I'ekpeii étudie le réseau de vérifier lui-méme
'information, mais également d’évaluer le degré amfiance qui peut étre accordé a
I'existence de cette relation. Ceci sera particahgent important dans les perspectives de la

méthode automatique.
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Follicle-stimulating hormone (FSH) is a central regulator of male and female reproductive
function. Over the last decade, there has been a growing perception of the complexity asso-
ciated with FSH-induced cellular signaling. It is now clear that the canonical Gs/cAMP/PKA
pathway is not the sole mechanism that must be considered in FSH biological actions.
In parallel, consistent with the emerging concept of biased agonism, several examples
of ligand-mediated selective signaling pathway activation by gonadotropin receptors have
been reported. In this context, it is important to gain an integrative view of the signaling
pathways induced by FSH and how they interconnect to form a network. In this review,
we propose a first attempt at building topological maps of various pathways known to be
involved in the FSH-induced signaling network. We discuss the multiple facets of FSH-
induced signaling and how they converge to the hormone integrated biological response.
Despite of their incompleteness, these maps of the FSH-induced signaling network repre-
sent a first step toward gaining a system-level comprehension of this hormone's actions,
which may ultimately facilitate the discovery of novel regulatory processes and therapeutic

strategies for infertility and non-steroidal contraception.

Keywords: follicle-stimulating hormone, receptor, signaling network, topological map, systems biology

INTRODUCTION
Follicle-stimulating hormone (FSH) plays a central role in the con-
trol of reproduction. FSH is a heterodimeric pituitary glycoprotein
consisting of an @-subunit, which is common to other glycopro-
tein hormones, and a specific f-subunit (Papkoff and Ekblad,
1970). FSH binds to and activates the FSH receptor (FSHR), which
belongs to the 7 transmembrane domains receptor (7TMR) family,
also known as G protein-coupled receptors. The FSHR is expressed
in Sertoli cells in testis and granulosa cells in ovaries (Simoni
et al.,, 1997). FSH is required for normal growth and maturation
of ovarian follicles in women and for normal spermatogenesis in
men (Themmen and Huhtaniemi, 2000). Knock-out of the FSH
p-subunit or the FSHR genes in mice result in significant repro-
ductive defects in both sexes (Kumar et al., 1997; Dierich et al.,
1998). Consistently, inactivating mutations in either FSH p sub-
unit or FSHR led to similar reproductive defects (Matthews et al.,
1993; Aittomaki et al., 1995; Layman et al., 1997; Huhtaniemi et al.,
2006). Depending on the physiological situation, FSH has to con-
trol distinct, sometime opposite, integrated biological responses in
its target cells, ranging from differentiation, cellular metabolism,
steroidogenesis, proliferation, and apoptosis (Dias et al., 2010).
Due to its ability to control reproduction, either native or
recombinant FSH preparations have been extensively used in
reproductive medicine and animal breeding (Lunenfeld, 2004;
Macklon et al., 2006). However, the use of FSH remains associated
with significant drawbacks such as the risk of triggering ovar-
ian hyperstimulation syndrome (OHSS; Vloeberghs et al., 2009)

or heterogeneous responsiveness (Loutradis et al., 2003, 2004),
Conversely, it has been proposed that FSHR blockers could poten-
tially represent a novel non-steroidal approach for contraception
(Naz et al., 2005). A causal role of FSH in the etiology of ovarian
epithelial cancer has also been proposed many years ago (Choi
et al., 2007). In addition, it has been recently reported that FSHR
is ectopically expressed by endothelial cells associated with the
angiogenesis of a wide panel of tumors, pointing out to the FSHR
as a common marker for early diagnosis of most cancers (Radu
etal., 2010). In addition, this finding also raises the intriguing pos-
sibility of a direct role played by FSH in promoting early tumoral
angiogenesis. In this general context, selective pharmacological
modulators of FSHR would be of great interest.

Noteworthy, it is increasingly accepted that certain ligands can
lead to selective activation of signaling pathways by binding at
their cognate 7TMRs in a process referred to as biased agonism
(Kenakin, 2005; Rajagopal et al., 2010; Whalen et al., 2011). In
line with this emerging concept, it has been recently reported that
certain hormone glycosylation variants, potentiating antibodies
and small molecule ligands can trigger biased responses at the
ESHR (Arey et al., 2008; Wehbi et al., 2010a,b; Dias et al., 2011;
Ulloa-Aguirre et al., 2011). It has also been shown that FSHR can
be directly stimulated by antibodies, expending even more the
potential to develop biased agonists at this receptor (Agrawal and
Dighe, 2009). Paralleling the notion of biased agonism, it is now
generally accepted that the canonical G protein-dependent cou-
pling is not the unique mechanism leading to 7TMRs signaling
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(Lefkowitz and Shenoy, 2005; Reiter and Lefkowitz, 2006). The
FSHR coupling to the classical Go,/cAMP/protein kinase A (PKA)
signaling pathway, which had been acknowledged as the sole effec-
tor mechanism of FSH for more than 20 years, is now viewed as
one of several mechanisms contributing to the activation of a com-
plex integrated signaling network. Deciphering the organization
and dynamic functioning of this network is an important chal-
lenge that the field has now to address as it may help identify novel
regulatory processes and therapeutic strategies for infertility and
non-steroidal contraception.

In the present review paper, we attempted to integrate the data
available on FSH-induced signaling by building a series of topolog-
ical maps in the CellDesigner modeling environment (Kitano etal.,
2005). CellDesigner is a structured diagram editor for drawing
biochemical and gene-regulatory networks. Networks are drawn
based on the graphical notation system proposed by Kitano et al.
(2005). Models are stored using the Systems Biology Markup
Language (SBML), a standard for representing models of bio-
chemical and gene-regulatory networks. Because they are coded
in SBML, CellDesigner models are easily shared or linked with
simulation and other analysis packages through Systems Biology
Workbench (SBW). For each reaction, the relevant references are
indicated within the network representation, providing a unique
and user-friendly integration of the available knowledge. For sim-
plification purpose, we chose to only represent monomers in
the maps throughout the paper although it is now well estab-
lished that FSHR is expressed as dimers at the plasma membrane
(Thomas et al., 2007; Guan et al., 2010). In the future, as the data
become more abundant, it wﬂl be possible and more rigorous to
draw separate models for each physiological situation (i.e., Ser-
toli vs. granulosa cells, young vs. mature, as a function of the
species, endogenous vs. heterogeneously expressed receptors, etc. ).
However, in the present paper, in order to deal with the relative
scarcity of available data for certain mechanisms, we decided to
aggregate data even if they were generated in different cellular
models.

MULTIPLE TRANSDUCTION MECHANISMS ARE ACTIVATED
BY FSH

The Ga,/cAMP/PKA signaling pathway has been considered for
more than 20 years as the key mechanism relaying FSH biologi-
cal action inside target cells (Means et al., 1974; Dattatreyamurty
et al,, 1987). However, it is now amply documented that FSHR
also engages other transduction mechanisms upon FSH binding.
Figure 1 shows, in CellDesigner format, the known G protein-
dependent and -independent transduction mechanisms engaged
at the FSHR.

Early assumption of Gas/cAMP/PKA-independent signaling at
the FSHR comes from the observation that adenovirus-mediated
transduction of a constitutively active Gas (Gus Q227L) in
undifferentiated rat granulosa cells was not capable of inducing
the expression of differentiation markers such as aromatase or
luteinizing hormone receptor (Zeleznik et al., 2003). Overexpres-
sion of a constitutively active form of protein kinase B (PKB/Akt)
was required to fully restore the expression of these two markers
(Zeleznik et al,, 2003). Besides, PKB activation had been reported
to depend in some instance on cAMP (Meroni et al., 2002; Alam

et al,, 2004), independently of PKA (Gonzalez-Robayna et al.,
2000), suggesting that exchange protein directly activated by cAMP
(EPAC) was also involved in the process. A role for EPAC in FSH
biological action has been later demonstrated (Wayne et al., 2007).
To conclude, PKB seems to be activated both by Gas-dependent
mechanisms, likely via EPAC, and by Gus-independent mecha-
nisms, in FSH-stimulated cells. Interestingly, quantitatively weaker
gene expression was observed with a lentiviral vector overexpress-
ing a constitutively active PKA (PKA-CQR), when compared to
FSH (Escamilla-Hernandez et al., 2008a), suggesting again that
both PKA-dependent and PKB-dependent signaling pathways are
required for full FSH biological activity.

Consistent with the idea of Gas-independent transduction
mechanisms at the FSHR, it has been reported that this recep-
tor couples to other G protein subtypes. Indeed, FSHR has been
demonstrated to trigger pertussis toxin-sensitive pathways upon
activation by certain hormonal variants (Arey et al., 1997) or in
particular developmental stage of the target cells (Crépieux et al.,
2001). In addition, the FSHR has also been shown to activate the
inositol trisphosphate (IP3) signaling pathway, particularly at high
doses of agonist (Quintana et al., 1994). Consistent with these data,
FSHR directly interacts with Geg subunit overexpressed in granu-
losa cells (Escamilla-Hernandez et al., 2008b). An alternative trans-
duction mechanism has been reported in Sertoli cells and could
also explain the observed FSH-induced IP3 response. According to
this mechanism, FSHR functionally couples to Gah, also known
as tissue transglutaminase, which leads to PLCS activation and IP3
accumulation (Lin et al., 2006).

Beside heterotrimeric G proteins, two protein families have
been reported to specifically interact with the FSHR upon FSH
stimulation: G protein-coupled receptor kinases (GRKs) and -
arrestins. Originally, GRKs and p-arrestins have been shown to
control the desensitization, internalization, and recycling of FSHR
(Nakamura et al., 1998; Lazari et al., 1999; Troispoux et al., 1999;
Reiter et al., 2001; Kishi et al., 2002; Marion et al., 2002, 2006;
Krishnamurthy et al., 2003a,b; Piketty et al., 2006). Over the last
10 years, the perception of P-arrestins’ functions has expended
as they have been shown to act as G protein-independent signal
transducers at many 7TMRs (Lefkowitz and Shenoy, 2005; Reiter
and Lefkowitz, 2006) including the FSHR (Kara et al., 2006; Wehbi
et al., 2010a,b; Tranchant et al., 2011). In the case of the FSHR, B-
arrestin-dependent and G protein-independent activation of ERK
and rpS6 have been reported so far. However, it is likely that p-
arrestins are involved in the G protein-independent activation of
a wide array of signaling pathways at the FSHR since they act as
multifunctional scaffolds interacting with many protein partners
(Xiao et al,, 2007) and facilitating the phosphorylation of numer-
ous intracellular targets (Xiao et al., 2010) at other 7TMRs (see
Whalen et al., 2011 for a recent review).

The adaptor protein containing a PH domain, PTB domain,
and leucine zipper motif 1 (APPL1) has also been reported to
bind directly to the FSHR and trigger downstream signaling
mechanisms. APPL1 has been suggested to interact with the first
intracellular loop of the FSHR and to mediate FSH-dependent
PI3K signaling (Nechamen et al., 2004), Recently, Thomas et al,
(2011} have shown that the interaction of APPL1 with the FSHR
is required for the activation of the inositol-phosphate calcium
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FIGURE 1 | Multiple transduction mechanisms induced at the FSHR.
The Gas/cAMP/protein kinase A (PKA) signaling pathway has classically
been considered as the key signaling mechanism triggered at the FSHR.
Over the last decade, mounting evidence have shown that FSHR also
engages other transduction mechanisms mainly coupling to other Gu
subunits, p-arrestin-dependent signaling, EGFR transactivation, and
APPL1-mediated signals. Bibliographic references are indicated on the map
by the first author’s narme with two digits for the year of publication. The
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pathways upon FSH exposure. In addition, Src family members
have also been reported to induce the PI3K pathway in granulosa
cells (Wayne et al., 2007) and the ERK pathway in both Sertoli and
granulosa cells (Crépieux et al,, 2001; Cottom et al., 2003) upon
FSH exposure.

Transactivation of the epithelial growth factor receptor (EGFR)
also seems to play a role in the transmission of FSH signal within
the target cells. Indeed, FSH has been shown to trigger EGFR
autophosphorylation in granulosa cells through the activation of
Src (Cottom et al., 2003; Wayne et al., 2007). Moreover, when
EGER is inhibited, a decrease in the ability of FSH to induce
ERK or Akt phosphorylation and CDK4 activation has been
observed in various models (Cottom et al.,, 2003; Andric and
Ascoli, 2006; Shimada et al., 2006; Yang and Roy, 2006; Wayne
et al,, 2007).

In the remaining of this review, detailed topological maps for
these different transduction mechanisms and their downstream
signaling cascades will be presented and discussed.

THE CANONICAL Go:S-DEPENDENT PATHWAY

As already stated, the Gas pathway has been the most studied
and is associated with various intracellular events (Figure 2).
Upon FSH activation, FSHR functionally couples to Gog sub-
unit which in turn induces adenylate cyclase activity (Northup
et al, 1980). The adenylate cyclase-mediated cAMP production is
counterbalanced by phosphodiesterase (PDE) activity (Fakund-
ing et al., 1976). Accumulated cAMP binds to and activates two
distinct downstream effectors: PKA and EPAC.

Upon cAMP binding, PKA’s catalytic subunits are released
and activated (Rangel-Aldao and Rosen, 1976; Landmark et al,,
1991). Active catalytic subunits of PKA subsequently phosphory-
late a number of targets, either in the cytosol, or in the nucleus.
Nuclear actions of PKA are treated in a separate section of this
review. In the cytosol, FSH-induced ERK MAPK activation has
been shown in several models to be sensitive to PKA inhibition
(Crépieuxetal., 2001; Kara et al., 2006). Two somehow contradic-
tory mechanisms have been proposed to explain PKA-mediated

www.frontiersin.org

October 2011 |Volume 2 | Article 45| 3



Gloaguen et al.

Mapping the follicle-stimulating hormone-induced signaling networks

Rangel-Aldao 76 |
Landmark 91

Yang06 '\
IDngeri 07 By

FIGURE 2 | Canonical Gas/cAMP/PKA pathway at the FSHR. The
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target of cAMP accumulation. Indeed, EPAC is also activated upon FSH
stimulation. Both PKA and EPAC contribute to the activation of MAPK ERK
and p38, whereas EPAC also leads to Akt activation.

activation of ERK upon FSH stimulation. First, PKA-mediated
phosphorylation of a protein phosphatase (PTP) has been shown
to disrupt the PTP/ERK complex, thereby leading to an increase
in ERK phosphorylation with MEK being constitutively phos-
phorylated (Cottom et al., 2003). Second, it has been reported
that PKA promotes Rafl activation, which in turn activates MEK
and finally ERK (Yang and Roy, 2006; Ongeri et al., 2007). Fur-
ther studies will be necessary to clarify this situation. In addi-
tion, PKA inhibition has also been shown to impair FSH-induced
MAPK p38 phosphorylation and the associated cell rounding and
steroidogenesis in granulosa cells (Maizels et al., 1998; Yu et al,
2005).

Evidence have been provided that EPAC acts as an effector
downstream of FSH-induced cAMP accumulation. Upon cAMP
binding, EPAC promotes Rap1-GDP to GTP exchange and its sub-
sequent activation in granulosa (Wayne et al., 2007) and in surface
epithelium ovary (Choi et al,, 2009) cells. Once activated, Rapl
relays FSH-dependent activation of Akt, p38, and ERK (Wayne
et al,, 2007; Choi et al,, 2009). Again, further investigation will be

necessary in order to delineate the exact contributions of PKA and
EPAC in FSH signaling.

THE -ARRESTIN-DEPENDENT PATHWAY
Initially, the f-arrestin pathway was viewed as controlling FSHR’s
desensitization and recycling. Similar to many other 7TMRs, this
perception has progressively evolved toward a more general role
of B-arrestins as adapters and transducers (Reiter and Lefkowitz,
2006; Figure 3).

The FSHR has been reported to be phosphorylated by GRKs 2,
3, 5, and 6 upon FSH binding to the receptor in various models
(Nakamura et al., 1998; Lazari et al., 1999; Troispoux et al., 1999;
Marion et al.,, 2002; Krishnamurthy et al., 2003a; Kara et al.,, 2006).
A cluster of five serines and threonines located in the C terminus
of the FSHR has been shown to account for the bulk of FSH-
induced phosphorylation as a result of GRK2 action (Kara et al,,
2006). Tt is also well documented that B-arrestins are recruited to
the GRK-phosphorylated and agonist-occupied FSHR (Nakamura
etal., 1998; Lazari et al., 1999; Troispoux et al., 1999; Marion et al,,
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activation of MAPK ERK and rpS6 independently of G proteins upon FSH
stimulation. GRK2/3 and GRKE/6 control the fate of the activated FSHR (i.e.,
desensitization vs. signaling) presumably through phosphorylation of distinct
serines and threonines within the receptor’s C-tail.

2002; Krishnamurthy et al., 2003a; Kara et al., 2006). In addi-
tion to GRK2-dependent phosphorylation, which plays a major
role in FSHR phosphorylation and B-arrestin recruitment, GRK5
and 6 have also been found to contribute to the same processes in
HEK293 cells, though to alesser extent (Kara etal., 2006). Interest-
ingly, B-arrestins recruited to GRK2- or GRK5/6-phosphorylated
FSHR have been suggested to exert distinct intracellular functions
(Kara et al., 2006; Reiter and Lefkowitz, 2006). It is well estab-
lished that B-arrestin 1 and 2 binding to GRK-phosphorylated
FSHR leads to the internalization and recycling of the receptor
(Nakamura et al., 1998; Lazari et al., 1999; Kishi et al., 2002;
Kara et al., 2006; Piketty et al., 2006). In HEK293 cells, GRK2-
phosphorylated FSHR has been reported to predominate in the
B-arrestin-mediated internalization process (Kara et al., 2006).
While most of the internalized FSHR is recycled back to the plasma
membrane, a modest proportion of the receptor is routed to
the lysosomal degradation pathway (Krishnamurthy et al., 2003b;
Kluetzman et al., 2011).

A growing number of 7TMRs, including the FSHR, have been
demonstrated to elicit signals independently of heterotrimeric G
protein coupling, through direct interaction with p-arrestins (Kara
et al., 2006; Reiter and Lefkowitz, 2006; Wehbi et al., 2010a,b; Tran-
chant et al., 2011). G protein-mediated ERK activation is rapid
(reaching a maximum within ~2-5min) and transient. In con-
trast, ERK activation via p-arrestins is slower in onset (reaching
a maximum within ~5-10 min) but sustained (t1/2 > 1h; Kara

etal., 2006). Inaddition, B-arrestins have been shown to contribute
to rpS6 phosphorylation in HEK293 cells upon FSHR activation
(Wehbi et al., 2010b). As also reported for other 7TMRs, GRK5
and 6-induced phosphorylation of the activated FSHR is required
for B-arrestin-dependent signaling pathway in HEK293 cells (Kara
etal.,2006; Reiter and Lefkowitz, 2006). Interestingly, partially deg-
lycosylated equine LH has recently been shown to preferentially
activate b-arrestin-dependent signaling at the FSHR, presumably
acting as a biased ligand at this receptor (Wehbi et al., 2010b;
Ulloa-Aguirre et al., 2011).

THE PI3K/mTOR PATHWAY
An array of evidence, gathered in various cell models, supports the
notion that the PI3K/mTOR pathway plays an important role in
FSH-induced actions including proliferation, regulation of gene
transcription as well as of protein translation (Figure 4). FSH
has been shown to lead to PI3K activation, PIP3 accumulation,
and FSH-dependent proliferation in both granulosa cells and pri-
mary Sertoli cells from newborn rat (Park et al., 2005; Musnier
et al., 2009; Dupont et al,, 2010). Interestingly, in differentiating
rat Sertoli cells, PIP3 accumulation is negatively regulated by PTEN
whose expression is strongly and rapidly induced upon FSH stim-
ulation, which results in a blockade of FSH-induced proliferation
(Dupont et al., 2010).

This FSH-induced PI3K/PIP3 pathway has been reported by
numerous authors to trigger Akt phosphorylation and activation
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FIGURE 4 | PI3K/mTOR signaling at the FSHR. The PIZK/mTOR pathway plays an important role in FSH-induced actions, including proliferation, regulation of
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(Gonzalez-Robayna et al., 2000; Alam et al., 2004, 2009; Meroni
et al., 2004; Nechamen et al., 2004; Park et al., 2005; McDonald
et al., 2006; Chen et al., 2007; Fan et al., 2008, 2010). In turn Akt
leads to GSK3p phosphorylation and deactivation (Alam et al.,
2009; Fan et al,, 2010). It also triggers AMPK phosphorylation
and its deactivation (Kayampilly and Menon, 2009). In addition,
Akt has been reported to inactivate FoxO3a (Chen et al., 2007)
and FoxO1 (Cunningham et al., 2003; Nechamen et al., 2004; Park
et al., 2005; Chen et al., 2007; Fan et al., 2008; Musnier et al.,
2009), two transcription factors which differentially impact on
gene regulation.

The PI3K/PIP3 pathway has also been shown to induce mTOR
phosphorylation and activation (Chen et al., 2007; Musnier et al.,
2009). Another mechanism contributing to the full activation of
mTOR upon FSH stimulation involves ERK activation which leads
to TSC2 phosphorylation, thereby releasing its negative regulation
on Rheb. Rheb-GTP in turn induces mTOR activity (Alam et al,,
2004; Lécureuil et al., 2005; Kayampilly and Menon, 2007).

Once activated, mTOR controls p70S6K activity (Alam et al.,
2004; Lécureuil et al., 2005; Chen et al., 2007; Kayampilly and
Menon, 2007; Musnier et al., 2009). Active mTOR also leads to
the phosphorylation and inactivation of 4E-BP1, a factor nega-
tively controlling protein translation (Alam et al., 2004 ). In parallel,

ESH-induced p70S6K activity triggers a robust phosphorylation of
rpS6 (Alam et al., 2004; Lécureuil et al., 2005; Musnier et al., 2009).
The combination of rpS6 activation and 4E-BP1 inhibition sup-
port the notion that FSH controls and activates protein translation
in addition to its well-known effects on gene expression.

FSHR INTERACTING PROTEINS

A number of proteins has been reported to interact with the FSHR
and to impact on FSH-induced signaling pathways (Dias et al,
2005). One of the alternative transduction mechanism used by
the FSHR involves the APPLI (Figure 5). APPL1 has been shown
to interact with the first and second intracellular loop of the
ESHR, and has been proposed to mediate FSH-dependent PI3K
and Akt signaling (Nechamen et al., 2004). Furthermore, recent
studies in HEK293 cells and KGN granulosa cells have shown that
residues K376, L377, and F382 in the first intracellular loop of
the FSHR are implicated in the interaction of the receptor with
APPL1 and that K376 particularly, links the activated FSHR to
the inositol-phosphate pathway and FSH-stimulated intracellular
calcium mobilization (Thomas et al., 2011). Other studies have
reported calcium accumulation upon FSH stimulation in differ-
entcell models (Flores et al., 1990; Jayes et al., 2000; Lin et al., 2006;
Lai et al., 2008). Further studies will be necessary to determine to
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FIGURE 5 | Proteins interacting at the FSHR and their role in signaling. A number of proteins have been reported to interact with the FSHR and to impact
on FSH-induced signaling pathways. These include 14-3-31, FoxO1, and APPL1, the latter two being involved in the control of the PIZK/Akt pathway downstream

what extent APPL1/FSHR interaction is a general requirement for
FSH-induced calcium signaling.

A direct interaction between the transcription factor FoxOla
and the FSHR has been evidenced (Nechamen et al., 2007). It has
been suggested that, while interacting with the FSHR, FoxO1a can-
not translocate to the nucleus and affect gene transcription (Dias
et al., 2010). Interestingly, APPL1 also potentially contributes to
the nuclear exclusion of FoxOla though a distinct mechanism.
Indeed, APPL1-mediated PI3K activation leads to Akt-dependent
phosphorylation of FoxOla, impairing its nuclear localization.
It has been proposed that FoxOla phosphorylation could occur
within FSHR-containing signalosome since APPL1 is well-known
to interact with Akt (Dias et al., 2010).

The FSHR interacts with the scaffolding protein 14-3-3t
(Cohen et al,, 2004). This interaction has been mapped in the
second intracellular loop, in a region encompassing the ERW
motif, where it is predicted to compete with Gas coupling. Consis-
tently, when overexpressed, 14-3-31 has been reported to dampen
FSH-induced cAMP accumulation (Cohen et al., 2004; Dias et al.,
2010).

EGFR TRANSACTIVATION

Similar to other GPCRs, many lines of evidence point to EGFR
transactivation as an important transduction mechanism used by
FSHR (Cottom et al., 2003; McDonald et al., 2006; Figure 6). Two
mechanisms have been shown to contribute to EGFR activation
upon FSH stimulation. First, the metalloprotease ADAMI17 has
been shown to be phosphorylated in response to FSH stimulation
(Yamashita et al., 2007, 2009, 2010). Once activated, ADAM17
splits a pro-EGF-like protein, releasing an EGF-like ligand which

subsequently binds to and activates EGFR (Yamashita et al., 2007).
The mechanism by which FSHR induces ADAM17 phosphory-
lation is not yet identified. However, data from other receptors
suggest that either p38 (Xu and Derynck, 2010) or Src (Zhang
et al,, 2006) could be involved in this process. A second mech-
anism of EGFR transactivation by the FSHR involves Src which
has been proposed to be activated upon FSH exposure and to
directly phosphorylate EGFR thereby eliciting EGF-independent
activation of this receptor (Wayne et al., 2007).

When EGFR activation is pharmacologically inhibited, a sig-
nificant decrease in phosphorylated ERK is observed (Cottom
et al., 2003; Andric and Ascoli, 2006; McDonald et al., 2006; Wayne
etal., 2007; Shupe etal., 2011). EGFR transactivation activates Ras
which in turn induces the Rafl/MEK/ERK MAP kinase module,
ultimately resulting in ERK phosphorylation (Cottom et al., 2003;
Andric and Ascoli, 2006; McDonald et al., 2006; Ongeri etal., 2007;
Wayne etal,, 2007; Shupe etal., 2011). In granulosa cells, it has been
shown that, upon sustained FSH exposure, a self-activation loop
involving the MAP kinase module as well as phospholipase A2 and
PKC, leads to CDK4 stimulation, retinoblastoma (RB1) inactiva-
tion, and ultimately DNA synthesis (Yang and Roy, 2006). EGFR
transactivation has also been reported to trigger PI3K (Wayne et al.,
2007).

NUCLEAR EVENTS CONTROLLED BY FSH

For simplification purpose, we decided to aggregate all the knowl-
edge accumulated in the literature about FSH-induced nuclear
events in a separate map (Figure 7). Gene transcription has
long been known to be affected by FSH, as the hormone is
known to control for instance genes implicated in steroidogenesis
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which subsequently binds to and activates EGFR; second, FSH activates Src
which directly phosphorylates EGFR, thereby eliciting EGRindependent
activation of this receptor. MAFK ERK and PI3K pathways have been shown
to be activated as a result of EGFR transactivation by FSHR.

(Escamilla-Hernandez et al,, 2008a) or in cell cycle via Smad
proteins (Wang et al., 2011).

Upon FSH activation, PKA catalytic subunit translocates to
the nucleus, where it activates CREB through phosphorylation
on S133, thereby controlling cAMP response element (CRE)-
containing genes (Cottom et al., 2003; Fan et al., 2010). It also
promotes the recruitment of the activator protein 1 (AP1) tran-
scription factor to their cognate promoter regions (Yang et al.,
2008). Nuclear PKA also leads to histone H3 phosphorylation and
acetylation (Salvador et al,, 2001). Histone H3 phosphorylation
is known to favor cell division (Hans and Dimitrov, 2001) and
ChIP experiments have revealed FSH-induced interaction between
phosphorylated, acetylated histone H3 and the promoter region
of c-Fos, a well-known signal transducer of cell proliferation and
differentiation (Salvador et al., 2001). Interestingly, it has recently
been reported that cytosolic PKA is able to bind the retinoic acid
receptor alpha (RARA) and by doing so, to inhibit RARA translo-
cation to the nucleus, hence the effects this nuclear receptor exerts
on gene transcription (Santos and Kim, 2010).

Akt controls the activity of several transcription factors through
PKA-independent mechanisms. Akt has been reported to suppress
the inhibition of some transcription factors and to inhibit the
activity of some others. For example, upon FSH exposure, Akt
phosphorylates FoxO1la which is then excluded from the nucleus
and is not able to inhibit MDM2-dependent HIF-1a activation
anymore (Nechamen et al,, 2004; Park et al.,, 2005; Chen et al.,
2007; Fan et al,, 2008; Alam et al., 2009). Akt also phosphory-
lates FoxO3a provoking its exclusion from the nucleus, blocking
the pro-apoptotic effects of this transcription factor (Chen et al.,

2007). In addition, Akt has been reported to promote GSK3p
phosphorylation and deactivation which indirectly favors LEF-
dependent transcription (Gonzalez-Robayna et al., 2000; Fan et al,,
2010). The nuclear translocation of NFkB is also promoted by Akt
(Wang et al., 2002).

Once phosphorylated, MAP kinases ERK and p38 affect various
transcriptional regulations in the nucleus (Cameron et al., 1996),
participating to the regulation of AP1 and CREB activities.

FUTURE DIRECTIONS

Reconstructing the very complex intracellular networks triggered
by FSH from the literature represents a huge challenge, partly
due to the tremendous heterogeneity of experimental approaches
and models, and partly because of the subjectivity and “bias”
which cannot be avoided when manually assembling such network
topologies. In the future, automated methods will probably allow
building complex networks from the available data in a completely
unbiased manner. In parallel, mass-spectrometry-based high-
throughput methods now allow to grasp the phosphoproteome
with an unprecedented power and in an unbiased fashion. Data
generated using such experimental approaches will soon become
available for FSH-responsive cells and will probably deliver an
exhaustive coverage of the FSH-mediated signaling mechanisms
induced in different cellular context. It will also be of importance
to continue to bridge the gap between intracellular signaling path-
ways and integrated cellular responses such as gene regulation,
metabolism, differentiation, proliferation, or apoptosis. Once the
architecture of the FSH-induced signaling network will be deci-
phered, dynamical modeling will allow numerical simulations to
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FIGURE 7 | Nuclear events controlled by FSH. Gene transcription has long been known to be affected by FSH. Multiple signaling pathways that are activated
upon stimulation (i.e., PKA, p38, ERK, and Akt) subsequently trigger the activation or suppression of various transcription factors' activities at the nuclear level.

be carried out and functional prediction to be made. In that
context, the generation of high quality dynamical data of the key
FSH-induced signaling events will likely become a prerequisite in
order to calibrate and validate the dynamical models.

Together, these technological breakthroughs will likely help
reconstructing the global FSH-induced signaling mechanisms,
predicting the way it processes information and delivers adapted
physiological outcomes. It is expected that all these computa-
tional resources will help rationalize the development of pathway-
selective pharmacological approaches at the FSHR. In addition,
several genetic studies have reported a number of mutations and
polymorphisms in the FSHR. Until now, the functional con-
sequences of these genetic alterations were evaluated solely by
measuring their effects on the classical Gs/cAMP/PKA pathway.
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Ce travail bibliographique nous a permis de répntdes voies de signalisation induites par
la FSH les plus étudiées telles que les différempéss G, la voie PI3K, la voig-arrestine ou
encore la transactivation du récepteur EGFR. Lgslaéons de la FSH sur la prolifération
cellulaire, la traduction des protéines et la tcapsion des genes sont possibles grace
I'induction de ces différentes voies. De plus, il montre qu'il existe des molécules
carrefour dans le réseau (exemple: ERK MAPK), gppartiennent a plusieurs voies
différentes, et de ce fait jouent un role tres inguat.

Un certain nombre de points avaient été soulevésars de cette étude, mais n'ont pas éte
abordés dans l'article. En particulier, certaine®s ont été écartées pour des raisons qui sont
explicitées dans la suite. D’autre part, si danglae nous avons exploité des données venant
aussi bien des cellules de Sertoli que des celldeesa Granulosa ou méme de lignées
cellulaires telles que les cellules HEK293, ceraiparties du réseau peuvent étre spécifiques
de I'un ou l'autre. De méme, des différences on€pe observées dans les mémes cellules

mais a différents stades : prolifération et diff@iation.

|I- D’autres voies de signalisation

La FSH induit différentes voies de signalisatioteinonnectées, dont les principales sont
présentées dans la revue. En plus de ces meécarsnestudiés et relativement consensuels,
d’autres travaux ont montré que la FSH pouvait iaustuire d’autres voies que celles

décrites dans la publication, en particulier uné vanti-apoptotique, la stéroidogenése ou

encore une voie anti-oxydante.

Voie anti-apoptotique : Tunjung et al [194] ont érfihypothése que la FSH induit une voie

anti-apoptotique via la production d’acide hyalugue dans les cellules de la Granulosa. Ces
travaux montrent que lorsque le récepteur de l&atigaluronique CD44 est bloqué par un

anticorps, la quantité de procaspases diminue.ddthése déduite est que la complexation de
I'acide hyaluronique avec son récepteur empécheivage des procaspases 3, 8 et 9 en
caspases (Figure 44). Les caspases jouent unmplartant dans I'apoptose. L’hypothese de

cette voie est appuyée par des travaux plus anciens d'abord, les travaux deshicova et

al [195] montrent que la FSH induit la productioladide hyaluronique en synergie avec

IGF1 a travers les voies PI3K/Akt et MAP Kinase ER#ns les cellules de cumulus (Figure
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44). De plus, une augmentation des quantités deasas 8 et 9 a été observée dans les
cellules testiculaires, lors de la suppressionad€&3$H [196]. Ces auteurs ont aussi vérifié
I'action de la FSH sur la transcription des géenaspS, Bcl2I2, Bax, Casp8 et Fas, qui sont
fortement impliqués dans le processus d’apoptoseude différence significative n'a été
observée au niveau de la transcription, ceci inuglique I'action de la FSH sur ces molécules
se situe bien au niveau protéique.

Dans les cellules de la Granulosa, la FSH, en gimavec IGF1, active aussi une voie anti-
apoptotique par le biais de la PKA [197].

Les travaux d&onzalez et d1198] montrent, quant a eux, que la FSH inhibe la tnapisan

du géne PAR4, qui code pour une protéine pro-apigpt® et que la suppression de ce gene
induit l'activation d’'une voie anti-apoptotique viBKC, (Figure 44) Ces travaux ont

egalement montré qu’il y a moins de cellules erpégse en présence de FSH.

)
i [F===———————= b
|
cell - |
I

|
. }
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. i
Tunjung(2009) : Gonzalez{2007)
|

Figure 44 : La FSH induit des voies anti-apoptagjaonjointement avec IGF1

Cette voie n’a pas éteé reportée dans la revueesgsrbuves expérimentales sur lesquelles elle
repose sont encore fragiles. Par exemple, l'inloibitu clivage des procaspases en caspases
par I'acide hyaluronique (sous I'effet de la FSFH réellement été montrée qu’une seule fois
[194]. D’autres études vont dans le sens d’'une anteapoptotique induite par la FSH mais
le mécanisme n’est pas encore totalement élucidélis, I'inhibition de I'apoptose a le plus

souvent été décrite comme un effet de la synemie éa FSH et I'lGF, il est donc suspecté
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que l'effet anti-apoptotique soit le résultat d’usmulation combinée de la cellule par la
FSH et I'|GF plutét que de la stimulation par laH-Seule.

L’apoptose étant la mort cellulaire programmeées eérmet de supprimer par exemple, les
cellules germinales porteuses d’anomalies génétiqué sont incapables d’assurer une
reproduction normale. Or l'apoptose peut égalemswmtvenir au niveau de cellules
« normales ». Par exemple, le nombre de folliceksdéfini mais un grand nombre d’entre
eux sont dégradés par apoptose au cours de la&mieductive d’'une femelle. La FSH fait
partie des facteurs permettant de limiter la ptotigculaire grace a l'activation d’'une voie
anti-apoptotique, provoquant ainsi la survie de adlules cibles et des cellules
environnantes. Il a été démontré que la FSH proxdgsurvie des follicules primordiauba (
Vitro) grace a la réduction de l'apoptose [199]. Ceswst mettent en avant que ce
phénomene est indirect puisque seules les cellidda Granulosa expriment le récepteur de

la FSH. Grace a cette régulation, la FSH partiepenaintien dyool de gametes.

Stéroidogenese : Le rble de la FSH dans la stégeitkse est bien connu. Les hormones

stéroides sont dérivées du cholestérol et sordéhei en trois grands groupes :

e Glucocorticoides,
* Minéralocorticoides,
e Stéroides sexuels.

La FSH induit la synthese des stéroides sexuedsqiee les androgenes (testostérone), les
asstrogenesestradiol) et les progestatifs (progestéroftayure 45) [200, 201]Ces stéroides
sexuels jouent un réle important dans le dévelogperdes caractéres sexuels primaires et
secondaires. De plus, elles exercent un rétrodensidr la sécrétion des gonadotrophines par
I'hypophyse.

De nombreux genes dont la transcription est inchatela FSH, codent pour les enzymes de

synthese de ces hormones (cf Annexe 5).

La voie PI3K décrit une action de la FSH sur TAMBPKigure 4 de la revue). En effet, la FSH
inhibe la phosphorylation de ’TAMPK sur la positidid72 et induit une phosphorylation sur
le site S485/491, ce qui la rend inactive [20R)sca et al [203] montrent que si on active
I'AMPK en présence de FSH, I'expression des enzympiquées dans la stéroidogenése

diminue, ce qui suggéere une levée d'inhibition'elgression de ces protéines par la FSH.
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Figure 45 : Stéroidogenése induite par la FSH

Cette production est activée par différentes vgpasexemple la progestérone est produite via
la p38MAPK [204], la PKA [200], Src [205] et la PKRO06]. La production d’cestradiol est
induite par les mémes voies, excepté la p38MAPKdanis ce cas exerce une inhibition. Il est
possible de déduire que ces différentes activdtidribitions de la synthése des stéroides sont
induites par la régulation de I'expression des garwaglant pour les enzymes de synthése, par
exemple, la PKA est un intermédiaire pour l'activatde la transcription des enzymds 3
HSD, p450scc et p450arom (les autres régulatiomsdisponibles en Annexe 5).

Voie anti-oxydante :
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Figure 46 : Production de glutathion induite paF&H

Une autre voie a été mise en évidence, elle esigoge dans la production de glutathion

[207], molécule connue pour son effet antioxyd#@eite voie n’est pas représentée dans
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I'article car elle est induite a travers la tramsiion des génes codant les sous-unités du
complexe enzymatique permettant cette productiogu(E 46) et dans la revue, nous avons
choisi de présenter uniquement ['aspect signatisatien amont des régulations

transcriptionnelles provoquées par la FSH or l'ueiqntermédiaire connu est la PKA.

Une voie anti-oxydante est un systeme de défenseecbaccumulation de radicaux libres
issus du métabolisme de I'oxygéne ou de I'azotesqraient responsables du vieillissement
précoce des cellules. Le vieillissement conduibh@ diminution de la qualité des gamétes. La

FSH induit donc un systeme de protection indirest gametes.

Voie PI3K : La revue présente une phosphorylatemd OR induite par PIP3, ce qui conduit
a son activation (Figure 4 de la revue). En plus ré¢ations déja indiquées, PIP3 participe a
I'activation d’Akt qui phosphoryle ensuite TSC2 pdiinhiber [208]. Ceci conduit a une
levée d'inhibition sur la voie Rheb/mTOR (Figure 47

La voie PI3K, par son action sur mTOR, participéaétivation de la traduction de certaines

protéines.

]
\
Traduction
Cellule

Figure 47 : Voie PI3K/Akt
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Autres voies : La FSH est impliquée dans d’autmrexgssus cellulaires, mais son action se
fait a travers une régulation de la transcriptidowede la traduction comme pour la synthése
des hormones stéroides et du glutathion. Ceci dégena signalisation mais ne reléve pas
de des mécanismes de signalisatiiitto sensuslLes régulations sur quelques génes ont tout

de méme été répertoriées, les tableaux sont disesrdans I’Annexe 5.

Interconnections de différentes voies de signatiat Comme cela a été montré dans la

revue, la FSH est capable de réguler des protéihes grace a différentes voies de
signalisation. Par exemple, la cascade des ERK Mp@&t étre induite via les voies Gs, Gi,
B-arrestines ou encore la transactivation du réced@&FR. De méme, les régulations sur
TSC2 (inhibiteur de la voie mTOR) impliquent lesa®ERK MAPK et PI3K.

Ainsi, les différentes voies de signalisation natspas indépendantes les unes des autres

puisqu’elles contiennent toutes des « moléculagfmr » qui les relient entre elles.

llI- Types cellulaires

cAMP/PKA PIBK/PIP/MTOR
pathway pathway

] ‘ p70S6K
— ey saca

Figure 48 : Signalisation induite par la FSH, cdednt & la traduction des protéines dans les
cellules de Sertoli.

En vert, les relations propres aux cellules enif@maltion et en rouge les relations propres aukulesl en
différenciation. Figure issue de [209].

129



Nous avons choisi de représenter un réseau ddisagian induit par la FSH en ne tenant pas
compte des différents types cellulaires et de®uffts stades de développement mais comme
il 'a été dit dans l'article, il serait plus rigoeux a I'avenir de les prendre en compte car il
peut exister des difféerences de signalisation.eRample, Musnier et al [209] ont démontré
des différences de mécanismes de signalisationuisartt a la traduction des protéines sous
I'action de la FSH dans les cellules Sertoli enlifin@tion et en différenciation (Figure 48).
Cette représentation montre que mTOR induit la phosgylation du site T421/S424 de la
p70S6Kinase uniquement dans les cellules de Seetoliprolifération alors que cette
phosphorylation n’existe pas dans les cellules iff@rdnciation. De plus, la p70S6Kinase
active est doublement phosphorylée dans les celkreprolifération alors qu’il n'y a qu’une
phosphorylation sur le site T389 pour les cell@eglifférenciation.

Il existe également des différences entre les typahkilaires. Dans les cellules de la
Granulosa, la revue de Musnier et al [127] ne dgmas d’implication de la PKA dans la
déphosphorylation du site T421/S424 de la p70S@&€inontrairement a ce qui est décrit
pour les cellules de Sertoli. En réalité, cettehddphorylation n’a jamais été étudiée/publiée

dans les cellules de la Granulosa dans le cadredtimulation FSH.

Les différents types cellulaires ne présentergiasttous les mémes réseaux de signalisation
en réponse a la stimulation par la FSH. Etant dajugles effets biologiques observes entre
les différents modeles cellulaires ne sont pastigees, ceci souleve plusieurs questions :

* La topologie du réseau peut-elle changer d'uneuleelt l'autre, et d'un état
physiologique a l'autre ?
» Les différents modeles cellulaires présententilsi€me dynamique ?

Toutes les molécules ont chacune, une fonction défmie. Par exemple, quel que soit le
type cellulaire, la protéine Gs induit toujourscli@ation de I'adénylate cyclase qui produit
toujours 'AMPc qui a toujours les mémes effecte®@es différences de signalisation entre

les types cellulaires ne devraient donc pas étes dules différences topologiques du réseau.

Ceci nous conduit a la deuxieme question, les reiffies cellules présentent-elles une
dynamique différente ? C’est-a-dire, est-ce quedleantités moléculaires sont différentes
d’'un modéle cellulaire a un autre et si oui, comtmmurraient-elles varier et comment cela
peut-il entrainer des différences de signalisation

Pour confirmer une différence de quantités molémdad’'un type cellulaire a un autre, des
expériences de quantification précise sont néaessaiCette possibilité parait plus
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vraisemblable qu’une différence de topologie carmn® molécule est moins présente dans un
cas par rapport a un autre, la signalisation qudépend varie. Pour illustrer cette idée,
prenons I'exemple hypothétique de 'AMPc. La Figut® illustre le mode d’action de
'AMPc sur ses effecteurs, PKA (a gauche) et EPACI(oite). La PKA est en réalité un
complexe composé de deux sous-unités régulatricede edeux sous-unités catalytiques.
L’activation de la PKA dépend de la disponibilité AMPc car, il faut quatre molécules
d’AMPc pour permettre la libération des sous-unitagalytiques, ainsi capables d’agir sur
leurs effecteurs. En ce qui concerne EPAC, sorvaatin dépend d’'une seule molécule
d’AMPc. Comme la protéine EPAC nécessite moins dPdWjue la PKA pour étre activée, il
semble possible de déduire qu'une cellule contenaatfaible quantité d’AMPc, montre une
signalisation dépendante d’EPAC plutdt qu'une digation dépendante de PKA.

Figure 49 : Exemples d’actions de 'TAMPc

Cette hypothése pourrait expliquer certaines diffées de signalisation d’un type cellulaire a
un autre. Par exemple, sur la Figure 48, il essiptes de voir que la p70S6K phosphorylée
sur le site T421/S424 et sur la position T389 adibtme capable d’'induire l'activation de
rpS6 dans les cellules de Sertoli en prolifératdors que dans les cellules de Sertoli en
différenciation, c’'est la forme phosphorylée surplasition T389 qui active rpS6. Cette
différence pourrait s’expliquer par des variatiates quantités : il serait possible d’émettre
I'hypothese que la quantité de PKA active (qui déggoryle le site T421/S424) soit plus
importante dans les cellules de Sertoli en pra@ifén que dans les cellules de Sertoli en
différenciation, ce qui impliquerait que la quaitde p70S6Kinase phosphorylée sur le site
T421/S424 soit beaucoup plus faible voire indétdetalans les cellules en différenciation.
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Cette explication est hypothétique et constituequement une aide a la description du

raisonnement.

Un autre facteur pourrait également expliquer aégérdnces : la répartition des molécules
dans la cellule. La Figure 50A illustre le cas ousignal induit I'activation d'une enzyme. Si
son substrat se situe dans un autre compartimena aellule, 'enzyme ne pourra pas
catalyser sa transformation. La Figure 50B montxetivation de la méme enzyme sous
I'action du méme signal. La réaction enzymatiquepessible dans ce cas car le substrat se

situe a proximité de I'enzyme.

s I
= { Srme |

Vesicle

Cell Cell

Figure 50 : Difféerences de localisation cellulales molécules

Il existe une derniere hypothése pour expliquerdiéigrences de réseaux de signalisation
entre les types cellulaires. Comme nous l'avonsgegodans la description de la voie
apoptotique, la FSH est capable d’agir sur la telen synergie avec le facteur IGF1. Ce
dernier peut interférer avec la signalisation F$&tg a une stimulation autocrine. De plus, la
FSH induit une levée d’inhibition de la fixation@F1 avec son récepteur dans les cellules de
Sertoli [210, 211]. Il est donc possible que difgis facteurs soient présents dans
I'environnement cellulaire et interferent donc avecréseau de signalisation induit par la
FSH. Ces interférences pourraient conduire a diéérelices observées entre les différents
réseaux car les récepteurs des facteurs ne sortbtigatoirement exprimés dans tous les

types cellulaires.
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Une nouvelle méthode d’inférence de réseaux

de signalisation

134



135



En nous basant sur la logique du premier ordresreuons créé une méthode originale
d’'inférence de réseaux de signalisation directendemtartir du raisonnement de I'expert
biologiste et des données expérimentales. Cetteanétpermet la traduction des conclusions

en un réseau décrit dans le langage utilisé dapieiel CellDesigner.

Comme cela a été indiqué précédemment, 'hormorte ¢ au cceur du projet de recherche
de I'équipe BIOS, il était donc naturel de prenldfreéseau de signalisation induit par cette
hormone comme modeéle de mise au point de notreefleuméthode d’inférence. Les regles
ont été créées a partir des expériences rencordedesla bibliographie concernant la FSH.
Ensuite, nous avons choisi de prendre un autre Ima@eréseau de signalisation, différent de
celui induit par la FSH, afin d’évaluer la géné#gcdes regles créées. Nous voulions vérifier
gue notre méthode ne se limiterait pas a un s@d te réseau de signalisation et que les
regles existantes suffisaient pour construire uneagseau. Pour cette validation, le réseau
induit par le facteur EGF semblait étre un bon nedar c’est 'un des plus étudiés, et
'ensemble des données permettant de le constesirdacilement accessible. Nous avons
utilisé le réseau induit par 'TEGF présenté danbdaque de donnédéxathway Interaction

Database (http://pid.nci.nih.goWy car les références bibliographiques utilisées |[e

curateurs de cette banque sont fournies, ce qus agpermis d'utiliser la méme littérature

pour la création des faits initiaux permettantférence du réseau EGF.
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|- Présentation de la méthode

Un article décrivant notre méthode a été accepté f Workshop de ECMLHuropean
Conference on Machine Learning_earning and Discovery in Symbolic Systems Biology

2012 (https://www.cs.bris.ac.uk/~oray/LDSSB).2/

Titre : Towards a logic-based method to infer pramce-aware molecular networks.
Zahira Aslaoui-Errafi, Sarah Cohen-Boulakia, Clmist Froidevaux,Pauline Gloaguen

Anne Poupon, Adrien Rougny, Meriem Yahiaoui
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Towards a logic-based method to infer
provenance-aware molecular networks

Fohira Aslaoui Errafi'”, Sarsh Cohen Boulakis!, Christine Froideramx'=*,
Pauline Cloaguen®, Anne Poupon®. Adrien RBoupmy '™, Meriem Yahiaoi*=

! Laboratcire de Recherche en Informatique (LRIY, CNRS UMR 823
Université Paris Sud, F 91405 Omsay, Cedex, France
% AMIB group, INRIA Snelay
¥ BIOS group, INRA | UMRES, Unité Plysiologie de la Reprodusction et des
Compertements, FLA37T380 Nowilly, France ; CNRS, UMRT247T, F-37380 Nouslly,
France ; Université Frangoin Rabelria, F 37041 Tours, Franoe

Abstract. Providing techniques to astomnbically infer molecular net-
works is particularly important o undersinnd complex relationships be
tween bislogicnl objects. We present o logic-based method to infer anch
networks and show how it allows inferring, signalling networks from the
design of a koowledge base. Provenance of inferred data hes beeo came
bully collected, allowing guality evaluation. More precisely, our method
{i] takes into account varioos kinds of biclogicel experimnents and theic
origim, (i mimics the scientist’s reasoning within a Aret-order logic set-
ting; (ifi) specifies precisely the kind of interaction betwesn the molecules;
{iv] provides the nser with the provenance of each inbernction; (v ) nobo
matically builds and drows the inferred network.

1 Context

Biological objects | proteins, genes, small molecoles, ete.} interact with each other
(physical interactions, ectivarions, inhibirions, cacalyses, etc.) and form biclogi-
cal necworks. Studying such networks allows the discovery of emerging properties
and che understanding of complex biological syscems. Wich che tise of high
chroughput experimensal methods and che rapid development of hiomformatics
analysis methods, chere has been & dramacic incresss in the quancicy and e
erogennicy of available deta Providing methods able to sucomatically construct
medecular networks from experimental daca & chus of paramount imporcence.
While the series of DREAM workshops competicions have been attempcing o
mddress these issnes since 2007 (heope/ /www . the dream-project org! |, they are
geill challonping. In the ASAM project, we sim o mweet the challonging cask of
desipning poerformant algorithms to infor che copology (or influence graph) of
signalling nerworks (subcesk of current DREAMT), & firsc gtop in the process of
elaborating predictive dynamical models. Given che components of che neowork,

* Corresponding anthor: chrisfiln fr. [Awthors in alphabetical order). This work bas
been supported by the INBA-INIRIA ASAM project.
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building the influence praph consizts in determining which relationships chey
share (o.g., emymaric cacalysis, (de-|phosphorylation, etc.).

Among che approaches availsble, some provide focused sodutions: on connec-
tivity reconstruction (finding which molecules interace with each others from a
dataset, without specifying the type of relationship), or on causal
tion (finding effects that molecoles may have on each others)|30]. Some ap-
proaches procesd by refining existing molecular networks [19), which requires
the knowledge of an initial neowork to be amalyred. Others proceed by inferring
the necwork, considering only a single trpe of experimencal method ac & time,
muoetly DNA micro-arrays [1] (4] |3], e also phosphoproteomics [21) |22] [18], or
metabobomics |2 ete. Therefore they cannot infer complete pachways involving
inceractions of different cypes, failing to provide an holistic view necessary oo the
understanding of the complexicy of lving cells [17].

Approaches: integrating a variocy of difforont experimencel dats cypes have
also boen propossd [11]]24), but they reconscruct only parcial neowork topologies,
and define relarions withont causality (the Interections are not marked as being
ectivations or inhibitions).

Automatic inference of topological networks &= performed wsing various com-
putational approaches that renge from statistics 4] to machine kaming tech-
nigues {e.g. bayesian necworks [1]} through logic-based rechnigues such as boolean
necworks [25] [12] or feey logic networks |23]. Most of these cechniques allow
performing model-based prediction as well In sddicion, logic-based approaches
are particulatly well suited co analyze che consistency of & nerwork towards ex-
perimencal dats by model-checking (8], [7]. Our approach to sucomatically build
cthe inference praph underlying sipnalling networks leads to the desirn of a loric-
based model {zee Figure 1), in the same spirit &s |5] buc wich a more expressive
lorical formalizm which allows making explicit the expert reasoning, The rest of
chiz paper is organized as follows. Section 2 incroduces che Knowledge Base where
expert’s reasoning i made explicit and & wide variocy of ecperimencal data is
stored, and shows how the network can be deduced. Section 3 is dedicated o the
process of building and drawing che network automacically. Section 4 presents
our validation approach while Section & draws conchisions and perspectives.

2 Building the Knowledge Base (KB)

Cur necwork inference method is based oo the applicacion of reastming rules
to experimental frcts. These generel rules formalize how experts deduce from
experimental frers the belonging of & given molecule o the neowork and the
relationships it shares with ocher molecules of che network. To achieve che proof
ofconcept for this method, we have formalized che knowledpre nocessary for in-
ferring the signalling necwork eriggered by che FSH recepeor [8]. Thie imvolved
the creation of first-order rules for seven cypes of experimencs.

The design of the KB clasically comsists of a set of predicates, rules, and
facts (ground predicsces) described here after.
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Fig. 1. Workfiow of our logic-based method to infer molecolnr nebworks

2.1 Predicates

We distinguish three classes of predicates, depending on their hiological meaning,
Basic predicates provide ontological orpes or indicace simple relacionships be
tween dats (e, Antibodydgainst (4, X) means that & is an antibody recogniz-
ing molecule X).

Experiment predicates describe a wide panorame of experiments on moles-
ular daca from simple to more complex experiments involving perturbacors. An
example of & simple experiment is PA{X.Y A ,E), meaning that "in & phosphory-
latiom assay (PA) we observe more (resp. less, the same quancicy} of the moleculs
revealed by antibody A, which i= a phosphorylesed form of molecule ¥, n pres-
ence of X than in sbsence of X, where E can be either "increase’, 'decresse’ or
"noeffert’. An example with a perturbator i= TCPPACK Y, I.A .E} meaning that
*in a phosphorylation sy (PA} in pressnce of X we obsorve more (resp. less,
the same gquantity] of the molecule revealed by ancibody &, which is & phos-
phorylated form of moleculs ¥, in presence of inhibitor I than in sbeence of I,
where E can be sither "increase’, “decresse’ or "noeffect’™. Table 1 shows &ll the
experiment predicates relative to phosphoryletion assays (in the variables, the
antibody variable A is replaced by the molecule variable T ic triggers). All the
experiments have been formalized by predicates divided inco three pypes depend-
ing on the kind of conclusion they allow one to oheain: modulation of & reaction,
scruceure, or localizacion, and each predicate has been carefnlly desipned amd
documented &s depicted in Table L

Network Predicates formalize che different gypes of biclogical relacionships
that can exist between owo or more biochemical species (modification, phos
phorylation, ranskition, transaipsion, complexation, d.lm::ﬂ:ﬂ.tﬂn} teking into
account the moduolation of these relationships by another species {u:.tn'atiull
inhibition or no effect). The modulation of the relationships may be associated
with a lewel of confidence, expressed by the status variable (r.nkmgvalum AN
‘invalidated”, 'confirmed” or "hy pothesis"). Additionally, the precision of che mod-



Tahle 1. Phosphorylation assays predicates.

Pred name| Dedoction | Method | Variahles | Hes trpe |[Type (v)| Type {2} |Pertorbator (1)
Pi, PRA Phemphoryl MNome
ACPPE  (Modulation|Menszre| x,y.z.= | of y into z | Protein |Phosphe- | Antagonise
ICFPRA of & of an |xz.y.i.=.2 iothe Protein Inhilitor
ICFPA reaction | mctiviby presenos Inhibitor
ECPPA of x sHNA

ulation may vary, which is expressed chrough che distance varisble (raking the
valoes 'direce’, ‘indirect’, or 'unknown')., mesning that & molecule has & direct
effoct on a rela.tammhlp [fccr oxample, it catalyzes a reaction) or it hes an effect
¥i& intermediaries, or cthat this information s cwmently not svailable,

2.2 Haules

We have designed owo sets of mles, Simple rules use experimencal deta co draw
conclusions on new reladionships between biochemical species. Complex riles
use the conclusions chesined by other rules and sither provide new data relation-
ships or refine existing relationships. They includs crensitive rules and rules chat
deduce an indirect distance (see shove) from en unknown distance for & network
fact. A simple rule i: IF PA(X.Y,A.E) AKD AntibodyAgainst(d B} AND

PhosphoForm(B,Y.POS) THEN PHOSPHORYLATE(X.Y.E unknown,confirmed, E)
meaning thet "If in & phosphorylacion ssmsy where A iz an ancibody thas rec
ognizes B, B iz & phosphorylaced form of Y st position POS, we observe mote
(reep. foss, the same quanticy) of B in presenoe of X than in absence of X, chen X
mrtivates (rosp. inhibits, does not have any effect on) che phosphory lation of ¥ in
B, with an unknown discance, where E can be "increase’, "decresse’ or "noaffece’”,

2.3 Imicial and Deduced Facts

Baged on che study of che lteracure and dacs from public dacsbases (o,
SBEAMS, heepe//www sheams org), predicates have then been inscantiated
inco facts. Facts have been carcfully stcached to cheir provenance, spocify-
ing the ericle(s} and ‘or che dat baso(z) from which chey have beon excracted.
Various data qualicy feacnres have been made as explicic as possible in parcicular
the level of confidence to be associated to & set of experimental results.

Initial facts have then been used to produce deduced faces by crigpering rules.
Az pxpert rales are mostly Horm rules, we have mainly considered using forward
chaining procedures for rules-base systems [6], leading to a saturation of the KEB.
In order to tackle more expressive rules (eg cyping rules) and mots involving
functional terms that describe molecular complexes, we have slso been consid-
ering first-order consequence-finding technigques. In these settings, provenance
informetion of deduced facts is obtained from cheir proof{s) making it possible
to nssess their quality from the qualicy of initial faces used in the deduction

DTOCEES,
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3 Auwtomatic generation of the signalling network

The network copolopy & aucomatically built from our initial and deduced fects
u=ing che softwers Celllbesigner [15], char is widely used to model molecular nec-
works CellDesigner uscs (and axtonds) owo standards, SBML (Systems Biology
Markup Language) [10] and SBCN (Syscems Biolory Craphical Notation) [16],
for che description and representation of molecular neoworks. CellDesigner can
represent: coll compartmenes, biochernical species (nodes of the neowork) and
reactions (arcs). Each biochemical species &5 localized in one or more compar:-
men:, &nd assigned o & biological orpe (eg, comple:, prowmin). Each reaction
has & prpe (e.g., ranslacion, cranscriprion) and at least one resctant species Anid
one prodoce species, and can be modulated {og., activated /catalyzed) by one or
more modifier species. The warious species, reactions and mwodulation cypes are
represented in the network by different forns of nodee and arcs (e ovals for
simple molecules; plain lines for state oansitons).

Char feers (initial and dedoeed ) are antomatically mranslaced inco the extended
version of SBML thet CellDesirner uses. Initial facts are used to describe the
chemical species of the networks (name, cype and residee modifications, eg a
phosphorylacion on the residue 5132). The deduced faces are nsed o describe the
reactions {grpe, reactancs, prodoces and modularions) and species localizacions.
Thie scacus and the distance of the resction modulations are modelled by different
line-styles of ares linking & modifier species to & reaction (e.g black line for &
comfirmed status or red fine for a by pochesis etates) in che nerwork. The layouat
of the network iz then sutomatically caleolated by CallDesipnor. This sutomasic
process is flustrated by a short example,

Erample. Let phosphorylate{fsh mek] pmeklslT indirect,confirmed, increasa)
be & deduced fact to be reprosented with CellDesigner. Fimst, the fact has
to be translated into (extended)] SBML. It describes & relation berween the
molecules (firsc chree arpuments) fzh mekl and pmeil=17 (che larcer being
phosphorylaced-mek] ar position 317). To declare precisely chese moleoules oo
CollDesigner. the K1 is queried to get cheir cype (protein{fsh). protein(mekl)
and phosphoprotein (pmekis17)), their localization in the cell
(localizatien(fsh,extracellnlar}, localization{mekl , cytosal)

and localization{peekls17,cytosol)) and cheir possible residus modifics-
tions {phosphoform(pmekl=1T,mekl, 517)). This & given by initial facte of the
KB that sre recrieved by exploicing che predicates cypology. Second, the de-
duced et i translaced o an SBML resction. Here, the oype of resction = a
stace transition (phosphorylation), che reactant is the second argument (mell ),
the product the third [peek1s1i7) and the resction is activated {increase) by
the first argumenc (fsh}. Because the modaolation of che reaction hes & swarus
conf irmed and is indirect, the line-scyle of the arc represencing the modulacion
is declared as being black and dashed.
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Fig. 3. Workllow for walidation of our method bs infer molecoiar nebworks
4 Validation

A phese of sl and eror may be necessary in order to validace the method,
before u=ing it in production phase. This validation phase will reqoire sn fmpor-
cant accumulstion of data. Indeed, we need to infer automatically the metworks
from expeorimental data and compare chem co neoworks of che licerature to seek
for missing links [links absent while expected), indicating missing reasoning ex-
pert rules which will need to be written. This upstream work hes already beon
done for the folliclestimulating hormone receptor (FSH-IY) [8). Even with chis
quite simple metwork, over 400 initial facets and 100 expert rules were necessarny.
Omce processed, the KB contained over 1,000 (initial and deduced) faccs. Two
different. serotonin recepeors (BHTZ and 5HTY) and Epidermal Groewth Factor
recepcor (EGF-R) are currencly considered. 'We envizage to speed up the de
tection of biological objects in the literature thet will be used wichin fkots by
using toxt mining tools soch as PachTexe [14]. We expece thac after studying
& few networks, expere rules will be complece, validacing the KB. During chis
validation phase and the following production phase, the inferred notworks will
be anelyzed and &ll the unexpeceed conclusions will be valideced experimencally.
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5 Conclusion and Discussion

‘We hawe introduced & bottom-up method o infor molecalar networks whose orip
inalicy lies in its knowledge-driven hasis. More precisely: (i) domain knowledge
= collected from experts, fiteracure and public decabases, and data from classi
cal and high chroughput experimenrs; (i) the scienrist's reasoning iz mimicked
within an expressive logical serting (first-order Jogic); (i) che kind of mterac-
ticn berween the molecules & precisely specified; {iv) provenance of deduced fects
(eranslated into inceractions] is provided, sllowing usere to cvaluate che qualice
of the inforred picces of knowledge; (v) the inferred network is antomarcically
bauile and drawn, offering che possibilicy of inceracting with it

Such an sutomated mechod, sllowing sutomared exploitation of experimencal
data and resulting in molecular nooworks, will become increasingly necessany
with the spread of hupe amounts of data produced by large-scale experimental
mechods,

Ongroing work include considering techmigoes to formalize efficiently expros
sive riles &nd faces (including considering encoding info & propositional setting).
Imporeantly, while all our currene efforts have been made on deductive reason-
ing, we need alzo to consider exploring abductive ressoning co help scientists
understanding how the biological system can be perturbed to reach a desired
behaviour. Users may wish to know which facts or roles are to be added to
reinforce the reliability of an existing arc or to sdd a new arc in the network.
Determining the mbss and pieces of data to be added to the initiel KB o get
the desired behaviour is obtained by che abduction reasoning that will provide
all the possible hypocheses expressed in terms of mital feces and logical rules.
Advices will thus be given to the scientists about the new experiments to be
conducced to validate some hypothesis. As & consequence, we are corrently look-
ing ac systems able to prowide boch deductive and abdoctive ressoning and are
comsidering che SOLAR systom s a first excellen: candidaze [13]
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[I- Base de connaissances

Dans cette premiere phase de développement, noas appliqué notre méthode a des jeux
de données de petite taille. Il est cependant apgairement que la manipulation manuelle
des données deviendra trés rapidement impossibles Blvons donc choisi de développer des
le départ une base de données pour gérer a leefoiggles, les données expérimentales et les
faits, que ce soient les faits initiaux, directetm@éduits des expériences, ou les faits déduits
par inférence automatique. De plus, cette base gidiexportation du réseau déduit vers un
logiciel donnant une représentation graphique, peant ainsi a I'utilisateur d’appréhender et
d’exploiter ce réseau. La base de connaissancespemme tracabilité rigoureuse des données,
ainsi que le stockage d’expériences negatives, estusonsidérées comme inintéressantes
alors qu’elles peuvent permettre d’éliminer desdilgpses.

A ce jour, le modele de données est défini, etdaebde données est fonctionnelle. En
revanche, l'interface utilisateur est encore errsale développement. Le détail du modeéle de
données est décrit dans la partie Matériel et Mgho Nous ne présenterons ici que les

caractéristiques globales du modele.

A- Modele de données

La structure générale de la base de données ssinpéé sur la Figure 51.

Références

Composent Composées de Contiennent Proviennent de

Permettent de créer

Expériences

Sont réalisées sur

Molécules
Permettent de

construire

Ont pour
sources

Composés de

Figure 51 : Structure générale de la base de dsnnée
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Le modele de données est congcu de maniére a caajexpérience soit obligatoirement
reliée a une référence (une source). Cette référpeat étre une publication ou un auteur
ayant réalisé I'expérience en question.

Les expériences sont liées a des prédicats. Cdgat® sont liés aux regles logiques qui les
utilisent. Les prédicats liés a une expérience sdilisés pour créer les faits relatifs a
I'expérience. Lorsque ces faits sont des relatiense des molécules, ils sont étiquetés

comme tels, et permettront ensuite de construsredeeaux moléculaires.

La tracabilité est un élément essentiel pour obtdes réseaux moléculaires fiables. Nous
voulons permettre aux utilisateurs de remonteridgsdp source de I'information. Un fait
initial est nécessairement relié a une source. Remirfaits déduits les choses sont bien
evidemment un peu plus complexes puisqu’ils peuséslter du déclenchement successif de
plusieurs régles. De plus, ces déductions somsfaiar le raisonneur (moteur d’inférence), et
donc en dehors de la base. Comme cela a été agdataoptions utilisées dans SOLAR, il est
possible d’attacher a un fait déduit tout I'encleaient des regles déclenchées. Il sera ainsi
possible dans la base de relier un fait déduitua tes faits initiaux qui ont été utilisés pour

aboutir & cette conclusion, et également a toetesdgles qui ont été utilisées.

Pour illustrer cette tracabilité des données, nallens prendre I'exemple de deux

contradictions obtenues lors de I'inférence duaadeGF :

* pJAK2 active et n'a pas deffet sur la phosphorglatde Akt a la position S473:

PHOSPHORYLATE(pJAK2,Akt,pAktS473,indirect,confirmattrease) et
PHOSPHORYLATE(pJAK2,Akt,pAktS473,unknown,confirmedeffect),

e méme chose pour pJAK1 :
PHOSPHORYLATE(pJAK1,Akt,pAktS473,indirect,confirmattrease) et

PHOSPHORYLATE(pJAK1,Akt,pAktS473,unknown,confirmedeffect).

Afin de comprendre la raison de ces contradictiovjs avons étudié I'enchainement des
regles et des faits qui ont permis d’aboutir a diferentes conclusions. Les relations ayant
un effet nul ont été obtenues directement gracesaedpériences dehosphorylation Assay
avec un inhibiteur des protéines JAK1/2 phosphesy/|R12] alors que les conclusions sur
'augmentation de la phosphorylation d’Akt par lgghosphoJAK1/2 résultent du
déclenchement de la regle suivante :

e IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
PHOSPHORYLATE(b,z,d,unknown,confirmed,increase) ™HE
PHOSPHORYLATE(x,z,d,indirect,confirmed,increase) :si x active la
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phosphorylation dg enb et sib active la phosphorylation deend, alorsx active de
maniére indirecte la phosphorylationziend.

Les faits ayant permis de déclencher cette régie:so

* PHOSPHORYLATE(pSTAT1Y701,Akt,pAktS473,unknown,canied,increase) qui
lui-méme est déduit d’'une expérience Ehosphorylation Assagn présence de
Fludara, un inhibiteur de STAT1 phosphorylée syrdaition Y701.

* PHOSPHORYLATE(pJAK1/2,STAT1,pSTAT1Y701,unknown,comfed,increase)
qui lui-méme est déduit d’'une expérienceRlesphorylation Assagn présence de
AG490, un inhibiteur des phosphoJAK1/2.

Ainsi, le déclenchement de la regle conduit aux tsfai
PHOSPHORYLATE(pJAK1,Akt,pAktS473,indirect,confirmattrease) et
PHOSPHORYLATE(pJAK2,Akt,pAktS473,indirect,confirmattrease).

Il'y a donc un conflit dans le réseau. Grace aemsliprésents dans la base de données, il est
possible de revenir aux publications ou aux expégs qui aboutissent a ces deux
conclusions contradictoires. Si les faits expéritmaern qui ont été entrés au départ sont
effectivement justes, alors on est en présenceediwaie contradiction, et dans ce cas de
nouvelles procédures devront étre développées phog loin). Par contre, s'il s’agit d’'une
erreur a I'entrée des données, ou bien d’'une ed'éterprétation de l'une des expériences,
cette tracabilité permettra une correction rapide.

Ceci a éteé réalisé pour la contradiction présedsies I'exemple ci-dessus. Tous les faits
utilisés pour aboutir sur cette incohérence praween de la méme expérience (Figure 52).

no treatment AG490 Fludara ) wort LY
1 1 [ | |
- + - * - ¥ - + - % EGF 10ng/ml

IB Akt p Ser473

IB Stat] pTyr701

Figure 52 : Phosphorylation Assay d’Akt et de STAr@venant d’Andl et al [212]

La phosphorylation d’Akt sur la position S473 augmeeen présence d’EGF et il est
indiscutable qu’en présence d’EGF et de Fludarte gghosphorylation diminue fortement.
Ceci permet d'affrmer que le fait déduit PHOSPHQRYE(pSTAT1Y701, Akt,
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pAktS473, unknown, confirmed, increaseest vrai. De méme, les faits déduits
PHOSPHORYLATE(pJAK1, Akt, pAktS473, unknown, comnfied, noeffect) et
PHOSPHORYLATE(pJAK2, Akt, pAktS473, unknown, confied, noeffect) sont
indiscutables car en présence d’AG490, inhibiteag $AK, la phosphorylation d’Akt ne varie
pas de fagon significative (Figure 52). Nous somndesic en présence d’'une vraie

contradiction et il revient a l'utilisateur de poEa une décision.

Cet exemple illustre parfaitement la capacité dieensysteme a remonter des faits déduits a

leur source.

B- Données expérimentales

Le modele de données est concu de maniere a paiwvcker les données venant de tous les
types d’expériences. Nous avons congu un scémprigera intégré a l'interface utilisateur de

la base, et qui permettra de générer les faitespondants. Dans ce scénario, l'interface va
chercher dans la base les différents prédicatsegtapportent au type d’expérience consideére,
puis demande a l'utilisateur de choisir differemteseurs a chacune des variables présentes
dans le prédicat afin de l'instancier. Les varialderont renseignées de maniere automatique
chaque fois que cela sera possible. Nous créegailsnéent des procédures permettant de lire
les fichiers issus d’expériences a haut-débit,séiar les données correspondantes dans la

base et de générer les faits.

C- Interface utilisateur

L’interface de saisie des données est en courgddappement. Elle permettra la création de
nouvelles regles et I'insertion des données expniaies.

L’interface d’'insertion des données expérimentalegrésentera un premier systeme de
contrble des données. Comme nous avons défini yies tmoléculaires bien précis pour
chaque protocole expérimental, les utilisateurpawaront pas insérer d’'incohérences dans la
base. Par exemple, si un utilisateur veut inseesrdibnnées sur uPhosphorylation Assayi
devra instancier le prédicat PA(x,y,a,e). L'intedalui permettra de saisir uniquement les
élémentsx, a et e correspondants respectivement au signal, a lemsc et a l'effet.
L'utilisateur aura un large choix concernant lensig en revanche, la saisie de I'anticorps sera
limitée uniquement a ceux qui ciblent des protéipbdesphorylées. L’argument sera

récupéré automatiquement grace au choix de I'ampscoar la base de données contient les
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liens entre les protéines et leurs formes phospéesy En ce qui concerne l'effet, I'utilisateur
devra choisir entrdaricreasé, ‘ decreaseet ‘noeffect

Nous sommes conscients du fait qu’il faut entreguand nombre de données manuellement
dans la base, ce qui fait de I'acquisition des éesnune étape limitante. Cependant, nous
pensons que la plus-value liée a linférence autmme du réseau sera une motivation
suffisante pour les biologistes. Nous envisageg@ateénent de créer des interfaces avec les
cahiers de laboratoire électroniques, en particwi#ui qui est en cours de développement
dans notre équipe.

Pendant cette phase de développement, la basenesteouniquement a notre équipe, mais
notre objectif a terme est de I'ouvrir largemena &ommunauté scientifique. Nous espérons
que des chercheurs intéressés par d’autres résesu&culaires pourront également
contribuer a I'élargissement de la base de données.

Ces limitations ne concernent cependant que leséisna bas débit puisque les données a
haut débit seront traitées de fagon automatique.

D- Lien avec le moteur d’inférence

La base est congue pour permettre l'utilisatiomdparente de la méthode d'inférence. Les
faits initiaux ainsi que les regles peuvent étrpoetés depuis la base dans le format de
SOLAR. Les faits déduits par la méthode d’inférepeevent ensuite étre réinsérés dans la
base (Figure 53), et un graphique CellDesigner peet généré a partir de 'ensemble des
faits. Comme nous I'avons expliqué précédemmentrédation d’'un historique des regles et
faits utilisés par SOLAR pour parvenir a un faidldi nous permettra, lors de l'insertion de
ce fait déduit dans la base, de le lier a tousdis initiaux utilisés lors du raisonnement. Cela

permettra de remonter aux expériences en cas aiappal’incohérences dans la base.

donnent

Pouvant étre
testées

Déduit

Figure 53 : Lien entre la base de données et leunafinférence
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E- Choix de visualisation graphique

Pour faciliter I'exploitation des conclusions qu@LRR fournit, il a fallu choisir un langage
de représentation graphique et un logiciel dealisation des réseaux. La Figure 54 montre
différentes représentations a partir de trois lgegaet trois logiciels.

Le langage SBML est, depuis quelgues années, umdasth dans le domaine de la
représentation graphique des réseaux biologiqued €acilite 'échange des données. La
version actuelle est le niveau 2 version 4 maiteaeprésentation est limitée. Le SBML ne
prend pas en compte plusieurs choses importantesutaréseau moléculaire. Il n'y a pas de
différence entre la catalyse et I'inhibition au edwu de la représentation graphique, cela se
limite a des modifiers, c’est-a-dire des molécules qui ont une action déterminée sur la
réaction. Il est possible de voir sur la Figure 5B le SBML ne fait également pas de
différence entre les types moléculaires (protéboeplexe...), ils sont tous représentés de la
méme facon. Lorsque le SBML est combiné avec lgdge de notation SBGN (langage
CellDesigner), il est possible de constater quespaésentation du réseau est beaucoup plus
précise et compréhensible (Figure 54A). De plutaigage CellDesigner est importable dans
le logiciel Cytoscape grace au plugin BiNoM, ce garmet de visualiser un réseau crée a
partir de CellDesigner dans Cytoscape (Figure 54C%. dernier permet également
I'exportation en langage BioPax. La représentatierte langage est illustrée par la Figure 54
parties D et E obtenues avec les logiciels Cytaseasybil respectivement.

Le langage BioPax n’est pas réellement adaptéepl@sentation graphique, les schémas sont
alourdis par les phrases qui décrivent les relatibe SBML quant a lui manque de précision.
Nous avons donc choisi d'utiliser le logiciel Ce#ifigner et son langage car comme illustré
sur la Figure 54, il permet une représentation parapréhensible et surtout plus précise que
les autres langages. De plus, les biologistesétpiipe utilisent ce logiciel depuis quelques
années, il est donc plus aisé de présenter deauréskans une version qu’ils connaissent
parfaitement. En ce qui concerne les éventuelssatidlurs qui préferent l'utilisation de
Cytoscape, ce choix ne pose pas de probleme pilisst’ possible d'importer le langage
CellDesigner dans ce logiciel. Notre choix permagsa I'obtention des réseaux en BioPax,
toujours a partir de Cytoscape. De plus, notrexcmiést pas figé puisqu’actuellement le
niveau 3 du langage SBML est en cours de développemt compensera slrement les
lacunes que présente le niveau 2 version 4.

CellDesigner ne présente pas uniguement I'avardag®urnir une meilleure représentation

graphique des réseaux, il permet également delélren entre les molécules et des bases de
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données telles qué&htrez Gene De plus, il est possible d’ajouter des identifePubMed
sur les relations, ce qui permet de remonter direenht a la source bibliographique des

informations. Ce logiciel permet également d’effiect des simulations dynamiques.
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Figure 54 : Différentes représentations graphigiase partie du réseau EGF

(A) Représentation en langage CellDesigner daniD€signer. (B) Représentation en SBML niveau 2 iverst dans CellDesigner. (C) Représentation endgag
CellDesigner dans Cytoscape. (D) Représentation laengage BioPax dans Cytoscape. (E) Représentation langage BioPax dans Sybil.
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F- Liens avec d’autres bases de données

En introduction de ce manuscrit, différentes bades données décrivant les réseaux
moléculaires ont été évoquées, il est donc normaeddemander ce que notre nouvelle base

de données pourrait apporter de plus.

Dans un premier temps, il existe des banques deédsrspécialisées dans les RCPG :

» GPCRDB fttp://www.gpcr.org/7tm/ mise a jour le 26 mars 2012) : référence les
RCPG par espéce, les mutations existantes et lesctises cristallines
tridimensionnelles,

» gpDB (ttp://biophysics.biol.uoa.gr/gpDBMmise a jour le 20 mars 2008) : référence
les RCPG par espéce et les types de protéinescdemepielles ils se couplent,

* GLIDA (http://pharminfo.pharm.kyoto-u.ac.jp/services/gljdamise a jour le 10
octobre 2010) : référence les ligands,

* GPCR NaVa lfttp://nava.liacs.n)/mise a jour le 16 novembre 2009) : référence les
variants (mutants) naturels des RCPG,

» Sevens databasét{p://sevens.cbrc.jp/mise a jour le 27 avril 2010) : référence la
position des génes codant pour les RCPG sur lesisomes par espeéce,

« JUPHAR (http://www.iuphar-
db.org/DATABASE/ReceptorFamiliesForward?type=GRQRise a jour en juillet
2012) : référence un grand nombre d’informationsoynpris la ou les protéines G
pouvant se coupler aux RCPG.

Parmi ces six bases de données, seules les badguisnées GPCRDB et IUPHAR sont
encore mises a jour et aucune d’entre elles neiectnd’informations sur les réseaux de
signalisation.

Nous établirons des liens avec ces différentesshdselonnées, permettant notamment d’aller

chercher les caractéristiqgues du récepteur étudié.

Il existe également un grand nombre de bases deédsngénéralistes, non commerciales,
spécialisées dans le stockage des réseaux motésuldKEGG, REACTOME, STRING,
IntAct. La Figure 55 représente les résultats ¢ue dbtient dans ces banques de données en
effectuant une recherche sur le FSHR humain.

La banque de données KEEGournit uniquement la complexation de la FSH asea
récepteur. En matiere de réseaux de signalissfiBGG ne contient a ce jour que le réseau
lié a la protéine p53. Cependant, il est probabke cp répertoire s’agrandisse dans les années

a venir.

1 http://www.genome.jp/kegg/
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APPLL
A) KEGG Hormoneprotein B) STRING
%]&nin-comemmﬁng
rone
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[ FsH —{ Fsur ]
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>
|
&NRH ligands
C) REACTOME  (Falitropin] »
— BN SH pa* anRl[—{ ]
- receptor. GORH ecepte
receptor SH receptor GNRH
ligands
R downstream
D) IntAct
# Molecule 'A' Links ‘A" Molecule B' Links B' Species 'A’ Species B’ Publication Identifier Interaction Type Interaction Detection Method
FSHR Prot YWHAQ prot
1 PREADN Basty? PRPYEN Basty? 9606 9606 15196694 physical association two hybrid
2 PREAEN PRPYEN 15196694 physical association two hybrid
3 PREANN PRPYEN 15196694 physical ) anti bait coimmur
FSHB Prot & FSHR Prot *
4 PRNEDN Basty? PRNEDN Basty? 9606 9606 15662415 physical association x-ray crystaliography

Figure 55 : Résultats obtenus dans différentesummde données en effectuant une recherche
sur le FSHR humain

REACTOME contient également cette complexation puis un disnproposé a I'utilisateur
pour visualiser les voies G liées a ce type deptéce. On signalera cependant I'absence de
toutes les autres voies déclenchées par ce récepiesi que par un grand nombre d’autres
RCPG, notamment les voies dépendantedasestines. Ici encore, on peut supposer que ce
répertoire ira en s’élargissant, et il sera impdr{gour nous de créer un lien avec cette base.
IntAct’® et STRING* permettent d’obtenir une liste de molécules imfissant directement
avec le récepteur FSHR. NetPath dispose d'un réE&kl plus complet (statistiques du
réseau disponibles sur la Figure 56, la représentajraphique est disponible dans la
publication de Telikicherla et al [126]).

12 http://www.reactome.org/
13 http://www.ebi.ac.uk/intact/
1 http://string-db.org/
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Pathway Statistics

Molecules Involved 54

Physical Interactions 11
Enzyme Catalysis 35
Activation /Inhibition 11
Transport 7
Genes Transcriptionally Regulated 280

Figure 56 : Statistiques du réseau FSH disponitdes NetPathi

Ces banques généralistes contiennent encore pgondées sur la signalisation, mais cela ira
en augmentant. Ainsi il serait intéressant que soysns a I'avenir capables de récupérer ces
données pour les présenter a l'utilisateur. Nowengnons bien soin cependant de ne pas
intégrer ces données avec le méme statut que eellexes directement dans la base. En effet,
ces données ne sont pas accompagnées des donpédamenrtales qui ont permis de les

établir. De plus, elles sont souvent issues deigféds, ou d’'un transfert de connaissances
d’'un réseau a un autre, et ne sont par conséqasntopjours fiables. Cela peut cependant
apporter une aide précieuse a l'utilisateur, endonnant des pistes. Il est possible par
exemple, lorsqu’une relation intéressante existesdaine de ces bases de données, de
chercher dans la littérature des justificationséeixpentales, puis de les ajouter a notre base.

Les informations stockées dans notre systeme sarpsit moins nombreuses que dans une
banque de données généraliste, mais plus compkitesyrtout reposant sur des données
expérimentales fiables et identifiables. Etant domue nous disposerons du traitement
automatique des données a haut débit, notre batejudonnées pourra étre remplie plus

facilement et de facon plus compléte qu'une bamdgielonnées telle que NetPath ou les
informations sont toutes ajoutées manuellementinEcbmme cela a été mentionné plus

haut, le choix de visualisation en langage Cell§asi permettra la mise a disposition des

fichiers de représentation des réseaux.

15 http://www.netpath.org/
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llI- Application aux réseaux de signalisation dé-aH
et de 'EGF

Notre méthode nécessite d’étre validée et comms hawons dit précédemment, nous avons
choisi de le faire sur deux réseaux de signalisatiéclenchés au travers de deux types de
récepteurs différents : le FSHR (récepteur type ®CR 'EGFR (récepteur type RTK). Lors

de la recherche bibliographique, les expériencesorgrées dans la littérature sur le réseau
FSH ont servi de guide pour créer les premierelese@®e cette méme littérature nous avons
extrait des faits expérimentaux. Avec cet ensentaeregles et de faits nous avons pu
reconstruire le modele du réseau de signalisatiola ¢FSH. Ensuite, nous avons réutilisé les
mémes 111 régles (disponibles en Annexe 4) poérénfle réseau induit par 'EGF pour

lequel les faits initiaux ont été extraits de Istdi de publications fournie par la banque de

donnéegathway Interaction Database

Le procédé qui a été utilisé a ainsi consisté &etdes regles permettant d’interpréter de
maniere automatique les différentes expériencesorgrées dans les articles portant sur le
réseau de signalisation de la FSH, puis des r¢glesettant de combiner les conclusions de
ces premieres régles élémentaires, et cela justigfioser de toutes les régles nécessaires
pour reconstruire un réseau comparable a celuingp&ut construire manuellement a partir
des mémes données. Il est bien évidemment trasildiifle ne rien oublier dans ce processus,
et les premiers essais d’inférence automatique aptuamenés a ajouter des regles et des faits
initiaux. Ce processus itératif a conduit a un peenensemble de régles qui était suffisant
pour reconstruire entierement le réseau de sigialislié a ’lhormone FSH.

Nous avons dans un deuxieme temps pu constatecefuensemble de régles est également

suffisant pour reconstruire le réseau de signadisate 'EGF.

Par souci de lisibilité et de compréhension, lesaéx obtenus sont découpés en modules.
Nous n’allons décrire ici que quelques-uns de cexlules, les autres modules sont
disponibles dans 'Annexe 6. Dans une premiérégyarous décrirons les résultats obtenus

par l'inféerence automatique, par rapport au réskatéférence (celui construit par les experts

157



du domaine). Dans une deuxieme partie, nous dismgeertains points, notamment les cas
ou les faits déduits peuvent semlderiori contradictoires.

Les molécules correspondent a la représentationNsBe&crite dans la partie Matériel et
Méthodes. La FSH et 'EGF sont les seules moléagpsesentées par un symbole non décrit
précédemment, la symboliquBbRUG a été utilisée dans ce cas afin de les diffémmndu
reste du réseau. Les relations sont représentéesda’elles ont été introduites dans la partie

Matériel et Méthodes.

A- Réseau FSH

Pour construire le réseau FSH, plus de 100 artmié¢®té analysés, parmi lesquels 62 ont été
retenus pour l'écriture de la revue, 8 autres lagioont permis la création des voies
supplémentaires décrites précédemment (stéroidsgeneet 18 articles supplémentaires ont
permis de répertorier les régulations de transonpt de traduction présentées en Annexe 5.
Une partie des publications n'a pas été prise enpt® car il n'y avait pas d’expériences
permettant la déduction de relations du réseaus DEn88 publications utilisées, une partie
des expériences sont redondantes ou nous ne disppas des regles pour les interpréter,
c’est pourquoi l'inférence du réseau FSH a étddmant realisée a partir de 38 publications,
qui ont permis de créer :

» 542 faits concernant les molécules regroupant :
o le type moléculaire de chague molécule,
o lalocalisation cellulaire de chaque molécule & était possible,
o les couples Anticorps/cible(s), Inhibiteur/cible(8)olécule modifiée/Molécule
sauvage...
o 240 faits issus d’expériences (PA, ELISA, RIA, HBPPA...),
» 25 relations gene/ARN et ARNm/protéine sont issieebanques de données,
9 faits issus du savoir implicite

L'utilisation de ces faits par le moteur d’inferenSOLAR nous a permis d’obtenir 572
conclusions, parmi lesquelles, 381 peuvent étreesemtées graphiquement. Il faut ajouter a
cela 137 relations ayant un effet nnbéffectet 54 relations qui concernent des agonistes et

des analogues structuraux.

16 e savoir implicite signifie que la relation estnaise. Une telle relation provient d’une ou
plusieurs expériences difficlement formalisablespendant elle doit obligatoirement été
démontrée plusieurs fois.
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Une comparaison des trois principales voies décdens la revue (Voies G stimulatrie,

arrestine et PI3K) avec celles que nous avons abtepar inférence automatique permet
d’évaluer la pertinence de notre méthode. DansVaa, nous avons considéré difféerentes
formes de certaines protéines comme une seule ertiest le cas des ERK1 et ERK2 qui
deviennent ERK1/2. Nous avons donc fusionné cetipes dans le réseau obtenu pour

faciliter la comparaison.

1- Voie dépendante de la protéine G stimulatrice

Les deux voies G stimulatrices obtenues manuellemeautomatiguement sont présentées
sur la Figure 57. Il manque certaines relationssdanvoie générée automatiquement mais
cela s’explique par I'absence des régles ou desgarmettant leur création.

Par exemple, la phosphorylation de la protéine Raflla PKAc est absente car il existe des
désaccords concernant cette relation. La PKAc gimygje Rafl sur la position S259 et
certains auteurs pensent que cette phosphorylebmctivatrice alors que d’autres auteurs
pensent que c’est la phosphorylation sur la posi8338 qui permet I'activation de Rafl.
Ongeri et al [213] montrent gu’il y a augmentatia I'activité de Rafl et en parallele une
augmentation de sa phosphorylation sur la pos888 dans les 30 premiéres minutes de
stimulation et, qu'apres 30 minutes, cette phosghtion ainsi que I'activité de I'enzyme
diminuent. En paralléle, ils quantifient la phosphation sur la position S259, et I'expérience
montre une diminution de cette phosphorylation diss30 premieres minutes puis une
augmentation aprés 30 minutes de stimulation. Caafirmerait que la phosphorylation sur
S259 serait bien inhibitrice de Il'activité de Raffomme il existe une ambiguité sur la
phosphorylation de cette molécule par PKAc et corfiantion de cette derniére a été déduite
a partir de publications ne portant pas sur la F8éls n'avons pas considéré le fait
permettant sa création.

I manque également la phosphorylation de la PTiFHg&KAc, ce qui provoque une levée
d’inhibition sur les ERK MAPK. Cette relation est e€alité une hypothése émise par les
auteurs a partir des résultats d’'une expérienceldegel PTP assay [42]. Bien que cette
relation soit absente, le réseau inféré automatigmé montre tout de méme une

augmentation de la phosphorylation des ERK MAPKsdt@ction indirecte de la PKAc.

159



Figure 57 : Voie G manuelle versus voie G autonutiq

(A) Voie G construite manuellement, (B) Voie G ciouge automatiquement avec élagage manuel.

Une autre différence présente sur la Figure 57 eroec EPAC. La protéine EPAC induit
directement ['activation de Rapl, qui va ensuitee thaniére indirecte, induire la
phosphorylation d’Akt, de p38MAPK et des ERK1/2.168 expériences permettent de mettre
en évidence l'action d’EPAC (mutant constitutivemémactif), et non l'action de Rapl.
Ainsi, méme s’il est couramment admis que I'actitlBPAC passe nécessairement par Rapl,
nous n'avons pas trouvé dans les publications deepce qui puisse le prouver. De ce fait,
on ne voit pas l'action de Rapl sur les moléculgssqnt en aval dans notre réseau. Dans le
réseau inféré automatiquement, les MEK1/2 phospéesyinduisent la phosphorylation de
p38MAPK et p38MAPK phosphorylée induit la phospHatipn des ERK1/2, ces relations
sont confirmées, alors qu’elles n’apparaissentdaas le réseau manuel. Nous avons obtenu
ces conclusions grace a trois expérienceRtesphorylation Assage :

* p38MAPK en présence de FSH et d’inhibiteurs des MRKPD98059 ou U0126
[77],
 ERK1/2 en présence de FSH et d’'un inhibiteur devp88K, SB203580 [214].

Dans les différents cas, les inhibiteurs ont pradogne diminution de la phosphorylation de
la protéine considérée, c’est pourquoi nous avdrtenn ces relations. Ces conclusions
n'apparaissent pas dans l'article publié car it tenir compte de la spécificité des inhibiteurs

et nous n'avons pas trouve suffisamment d’expéesastifiant ces relations.
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2- Voie dépendante d@sarrestines :

Comme il est possible de le voir sur la Figure 188, voiesp-arrestines manuellement et

automatiquement obtenues présentent des différempestantes.

La différence la plus notable est le fait que hééit central dans le réseau obtenu est la FSH,
alors que ce devrait étre le récepteur couplé=std. Ce phénoméne est retrouvé dans chacun
des modules, et ce sera également le cas poucdptedir EGF. Les molécules telles que la
FSH ou 'EGF ne sont pas capables d’agir sur ufielessi cette derniere n’exprime pas leur
récepteur. La formalisation actuelle prend en cematstimulation (FSH ou EGF dans nos
modéles) sans tenir compte de I'obligation d’uaésbn avec un récepteur. Il sera nécessaire
d’exprimer de facon formelle que les moléculesetelque la FSH et 'EGF agissent

uniquement sous forme de complexe avec leur régepte

L’action des GRK et deg3-arrestines sur la phosphorylation des ERK MAPK est
hypothétique dans le réseau inféré automatiquenoect, est di au fait que les données
expérimentales utilisées pour obtenir ces conchssiceposent sur des expériences dans
lesquelles des siRNA ont été utilisés. Or, l'uéitisn des siRNA conduit a I'absence d’une
protéine et de toutes ses formes modifiées, on emg gonc pas savoir a partir de ces
expériences quelle forme est active. En effetplli@ption des régles méne a faire I'hypothése
que n’'importe laquelle des formes de la protéibéei par le SIRNA peut étre la forme active.

Pour déterminer la forme active, des expériencpplémentaires sont nécessaires.

En ce qui concerne l'action des GRK sur le réceptéhypothése la plus étayée est que ces
protéines agissent directement sur le récepteur,leephosphorylant a des positions
déterminées, et que ce « code barre » de phosptiond dirige le récepteur soit dans la voie
de désensibilisation, soit dans la voie de sigatdia. Cependant, les expériences qui nous
auraient permis d’obtenir ces hypothéses reposentl'stilisation de mutants. Or, ces
dernieres sont particulierement difficiles a forise, et nous n'‘avons pas encore écrit les

regles correspondantes.
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Figure 58 : Voig3-arrestines manuelle versus v@iarrestines automatique

(A) Voie B-arrestines construite manuellement, (B) Vpiarrestines construite automatiquement avec élagage
manuel.

Sur la Figure 58A, leg-arrestines agissent sur la phosphorylation des ERIRK via leur
complexation avec le récepteur FSHR phosphorylé lié FSH. Sur la Figure 58B, on voit
qu’on a bien obtenu la complexation avec le réagd&HR phosphorylé sous 'action de la
FSH mais pas l'action du complexe sur la phosphation des ERK MAPK. Dans le réseau
manuellement construit, ceci est défini par la comison des expériences permettant de
déduire la complexation dgsarrestines avec le récepteur et I'action flesrestines sur la
phosphorylation des ERK MAPK. Il serait possible thmter une formalisation de ce
raisonnement mais il est nécessaire d’étre prucanil faut que la régle soit toujours vraie.
Or la regle « sk se complexe avexet six induit la phosphorylation dg enb alors c’est le

complexex:z qui induit la phosphorylation dg enb » ne peut pas étre toujours vraie. Par

162



exemple, il existe deux formes différentes du rémapqui se lient avec Igsarrestines, mais
induisent des événements différents. Donc, pouendbicette relation, il serait nécessaire

d’avoir une expérience permettant de déterminer cpraplexe est actif sur quelle voie.

3- Voie dépendante de la PI3K :

De la méme fagon, on peut noter des difféerence datvoie PI3K de référence et celle
obtenue automatiqguement (Figure 59). Une différeingportante est la perte de l'ordre
d’action des molécules dans la cascade ERK/TSCBH/RTEOR.

Cette cascade a été étudiée dans le cas de lank&@#l|es expériences ne permettent pas de
déduire le lien entre TSC2 et Rheb et entre RhebT€&@R. Ces relations sont décrites dans le
réseau manuellement construit grace au savoir olatens d’autres réseaux.

On peut également constater que le modele autameatignclut sur I'existence de trois
formes de mTOR : mTOR, mTOR phosphorylée et mTORdrs que dans le modele de
référence apparaissent seulement deux formes: m@iORTOR activée. En fait, mTOR
activée correspond a mTORC1, qui est un complexé md OR phosphorylée est partenaire.
Néanmoins, mTOR est également phosphorylée poueretiins la composition d’'un autre
complexe mTORC2. Cependant, il semblerait qu'iityuae dominance de la phosphorylation
de mTOR sur la position S2448 dans le complexe mJTORt une dominance de la
phosphorylation de mTOR sur la position S2481 darsomplexe mTORC2 [215], mais la

différence des quantités de phosphorylation ne peuset pas d'utiliser ces données.

De méme, la méthode automatique conclut sur I'erst de quatre formes d’Akt, une forme
non phosphorylée et trois formes phosphorylées ¢faré : Réseau FSH, voie PI3K). Parmi
les trois formes phosphorylées, il y en a une paguelle la position du résidu touché par la
phosphorylation n’est pas définie car elle n'ess padiquée dans la publication utilisée.
L'existence de ces différentes formes met en édediitilité de créer une regle permettant
I'agrégation des différentes modifications posttretionelles sur une seule représentation de

la protéine impliquée.
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Figure 59 : Voie PI3K manuelle versus voie PI3Koauhtique

(A) Voie PI3K construite manuellement, (B) Voie Rl8onstruite automatiquement avec élagage manuel.

4- Réseau obtenu

La totalité du réseau obtenu est présentée sonefde modules dans ’Annexe 6. L’analyse

de ces différents modules permet de constaterstexce de contradictions entre certaines
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relations hypothétiques obtenues. Par exemple, delura PKA contient les relations
suivantes :

» La FSH induit hypothétiquement I'activation de lkA°pour donner PKAC ;
* La FSH inhibe hypothétiguement cette méme relation.

L’inférence a aussi permis de générer des conclasite type «oeffect> qui ne sont pas
représentées sur les graphes. La grande majoritédeelations est cohérente avec le réseau
obtenu car elles concernent surtout les formediirescdes molécules telles que PKA, EPAC
ou encore MEK1.

Il existe toutefois deux exceptions:

* Dans le module « Actions impliquant la PKA » (Anee&), on obtient d’'une part le
fait que la PKAc active la phosphorylation de p38RKA et d’autre part le fait qu’elle
ne l'active pas, les deux faits ayant le statubrficmed ».

* Dans le module « Actions impliquant la PKA » (Anee&), on obtient la conclusion
gue la PKAc active la phosphorylation de la tub&riet d’autre part le fait qu’elle ne
I'active pas, les faits ayant le statut « confirnsed

La génération de toutes ces contradictions seratdie dans la section « Les lecons de ces

premiers tests ».

B- Réseau EGF

1- Présentation du récepteur EGF

L’ Epidermal Growth FactoEGF) est un facteur de croissance. Il se lie aéaepteur
transmembranaire de type tyrosine kinase, I'EGFRiteC famille de récepteurs a la
particularité de faire partie des récepteurs-ensyni@rsqu’ils fixent leur ligand, ils se
dimérisent (Figure 60), ce qui provoque une autephorylation des résidus tyrosines des

domaines intracellulaires du dimere.
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Figure 60 : Dimérisation du récepteur de I'EGF [216
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Ces phosphorylations entrainent un changement déorosation, ce qui permet a des
protéines de venir se lier aux récepteurs. Cettaptexation aboutit a la transduction du

signal et I'activation de voies de signalisatiorg(ffe 61).
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Figure 61 : Voies de signalisation induites paGFE[216]

Comme la création des regles avait été guidéeegagdpériences rencontrées dans I'étude de
la signalisation dépendante de la FSH, il étaitartamt de vérifier qu’elles pouvaient étre
appliguées a linférence d'un autre réseau moléeulaD’autre part, il est également
nécessaire de déterminer si la création de nosvedigles est ou non nécessaire lorsqu’on
aborde un nouveau réseau, ou si au contraire ¢gssréont suffisamment génériques pour
permettre l'inférence de n’importe quel réseau makire. Le réseau induit par 'EGF est
tres étudié et fait I'objet d’'un large consensusstcpourquoi il semblait approprié de le
prendre comme modele de validation. La banque de&ksPathway Interaction Database
(version du 15/02/2012) contient un réseau de Bgaton induit par I'EGF
(http://pid.nci.nih.gov/search/pathway landing.siwhat=graphic&jpg=on&pathway id=2

00100 avec les références bibliographiques qui ont pemhe le construire. Cela nous a
permis d’extraire les faits afin de construiredsgau a partir des mémes sources. Ce réseau a

également été mis au format CellDesigner pourifacia comparaison (Figure 62).
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Figure 62 : Schématisation du réseau EGF issu barigue de donné@athway Interaction Databasenis au format CellDesigner
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2- Réseau EGF obtenu versus réseau EGF de référence

Pour créer les faits initiaux du réseau EGF, 55lipations ont été utilisées sur les 85
proposées. Une partie des publications présentat ekpériences que nous n'avons pas
encore formalisées (par exemple, immunoprécipitatio présence de mutants), ou alors, plus
surprenant, ne citait a aucun moment 'EGF ou unedeagonistes. Le réseau EGF a donc été
construit a partir de :

» 572 faits concernant les molécules regroupant :
o le type moléculaire de chague molécule,
o lalocalisation cellulaire de chaque molécule & était possible,
o les couples Anticorps/cible(s), Inhibiteur/cible(8)olécule modifiée/Molécule
sauvage...
» 323 faits issus d’expériences (PA, ELISA, RIA, EA,...
» 5 faits issus du savoir implicite.

L’application de la méthode d’inférence nous a perdobtenir 561 conclusions en utilisant
les mémes régles que pour le réseau FSH. Parntiooetusions, 113 ont un effet nul et 40
prennent des agonistes en arguments, et ne somripas en compte dans la représentation

graphique du réseau.

Le réseau que nous avons obtenu grace a notre aectsi plus large que le réseau de

référence (totalité du réseau disponible en Anrx€eci est du au fait que dans la PID, le

réseau a été divisé en deux parties dont certpur@dications sont communes. Nous obtenons
donc tres logiqguement des relations qui sont reptéss dans la deuxiéme partie du réseau
dans laPathway Interaction Databagq®I1D), et n'apparaissent donc pas sur la Figure 62

La Figure 63 représente le réseau issu de la PiDehwn code couleur a été ajouté de facon
a mettre en évidence les points communs et legrdiites avec le réseau inféré

automatiquement.

La comparaison du réseau obtenu avec le réseatfatence (réseau de la PID) fait ressortir

plusieurs différences. La premiére est que nougon's pas obtenu la liaison de I'EGF sur le

récepteur. Ceci est di au fait que dans les puigita citées, aucune ne démontre

expérimentalement la liaison de I'EGF au réceptblaus considérerons que cela fait partie

du savoir pré-existant.

De méme, l'activation de PIP5K1C n’est pas obtepnae aucune preuve expérimentale

n'apparait dans les publications citées, cettdioglast seulement décrite dans le résumé de
Sun et al [217]. Ces mémes auteurs ont démontrériexpntalement la complexation entre
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PIP5K1C et la Taline, mais cette relation n'a paséfre obtenue car ce résultat provient
d'une expérience d'immunoprécipitation mettant eu jdes mutants pour lesquels le
raisonnement n'a pas encore été formalisé. Il edeeméme pour les relations suivantes :

* la déphosphorylation du récepteur par SHP1 a étdiée par Haj et al [218] par
Knock-Out,

* la dissociation du complexe Gelsoline-PIP2 engmafinla complexation de la
Gelsoline avec l'actine a été montrée par Choul §2¥9] par des expériences de
colocalisation par imagerie cellulaire (microscopiafocale, fluorescence...) ;

» lactivation de la PI3K par le complexe EGF-EGFRiGGai3-Gabl a été montrée
parKnock-Outde Gab1l [220] ;

* la complexation du récepteur EGFR actif avec lagme RasGAP a été obtenue par
Far Western Blof221].

Le réseau de référence fait apparaitre un compteés€l-Nck1-2 qui s’associe au récepteur
EGFR actif. L'existence du complexe PAK1-Nckl1-2st’'pas démontrée en présence d'EGF,
et son association a été montrée pour le réecePRGFR et non EGFR [222].

De nombreuses actions des complexes présentsededsehu issu de la PID sont absentes ou
sont obtenues de facon différente (ce qui seraiguplplus loin). Ceci s’explique par
I'absence, dans les publications utilisées, d’eéepées permettant de déduire ces relations :

e L’activation de SHP2 par le complexe EGF-EGFRiAEGai3-Gabl,

» L’activation des STAT1 et 3 par le complexe EGF-IRaFAK1/2,

* L’hydrolyse de PIP2 en IP3 et DAG sous l'actionatumplexe EGF-EGFR-PLC
» Les différentes régulations sur la protéine Ras.

Pour finir, le réseau issu de la PID contient uangrnombre de dissociations de complexes
régulées par les ERK MAPK, mais aucune expérienégente dans la bibliographie proposée

ne les démontre expérimentalement, elles n’'ontpaséquent pas été obtenues.
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Les complexes représentés avec un fond bleu $tiglae 63 ont été obtenus mais ne sont pas
le résultat des mémes relations. Si on prend I'elemdu complexe (EGF-EGFREBrb2-
SOS1 (Figure 64, partie de gauche), on constatalgne le réseau de référence il est issu de
la complexation d’'un dimere de EGF-EGFR et du cexplGrb2-SOS1. Dans le réseau
obtenu, on a seulement un complexe pEGFR-Grb2-S@iSl est issu de la complexation
directe d'un récepteur phosphorylé (phosphorylatimtuite par 'EGF avant la complexation
avec Grb2 et SOS1) avec une protéine Grb2 et wtéipe SOS1. L'activation (représentée
par des pointillés autour des molécules) de cesptéars dépend aussi de leur état de
phosphorylation. Lorsqu’ils sont phosphorylés altrscomplexation avec Grb2:SOS1 est
possible. Cette relation est obtenue automatiqueetesst représentée par la Figure 64 (partie
de droite).

Figure 64 : Complexation entre le récepteur EGFRrbR:SOS1

L’EGF induit la complexation du récepteur EGFR pitaxmylé et des protéines Grb2 et SOS1
avec une distance inconnue. Les expériences qupemis cette déduction sont des co-
immunoprécipitations, dans lesquelles les auteargenelent jamais la présence d’'EGF dans
le complexe d'intérét et comme cela a été précigé fit, il n'existe pas encore de regle
permettant d’affirmer que 'EGF agit uniquementagré la complexation avec son récepteur.
Le résultat obtenu se limite donc a une régulatenla complexation par 'EGF avec une
distance inconnue au lieu de sa présence dans rglexe. En ce qui concerne le
remplacement du complexe Grb2:SOS1 par les mole¢ilb2 et SOS1 isolées comme point
de départ de la complexation, les expérienceséditi (co-immunoprécipitations dans tous les
cas rencontrés) ne permettent pas de savoir soieplexe Grb2:SOS1 existe avant la
formation du complexe EGF.EGFR:Grb2:SOS1. C’estrgooi notre meéthode permet
d’inférer la complexation des trois molécules issl&n un complexe pEGFR:Grb2:SOS1,
mais pas la complexation entre un récepteur EGRERptorylé et un complexe Grb2:SOS1.
La totalité du réseau obtenu est présenté danséRe 6 sous forme de modules. Comme

dans le cas du réseau FSH, les relatiomoetfect> n'ont pas été représentées. Il est
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cependant important de les analyser pour voir sum@ n’est en contradiction avec les
relations représentées.
L’analyse montre qu’il y a effectivement des codictions de ce type :

* Dans le module « Voie de signalisation JAK/STATAnItexe 6), phosphoJAK1 et 2
activent la phosphorylation d’Akt, on obtient égatnt qu’elles sont sans effet sur ces
mémes réactions (cette contradiction a été discdtdes la démonstration de la
tracabilité des données) ;

* Dans le module « Voie de signalisation JAK/STATAnIfexe 6), PYK2 active les
deux phosphorylations de STAT3, on obtient égalématelle est sans effet sur ces
mémes réactions.

Comme dans le modele FSH, différentes hypotheseisactictoires sont générées telles que

I'EGF induirait I'activation de la PI3K et 'EGF hmiberait cette méme relation.

On trouve également des contradictions entre dasam®s confirmées représentées dans le
réseau et des hypothésesoeffect» :

 Dans le module «Les actions impliquant les sougesinGui » (Annexe 6), les
complexes Gil-GTP et Gi3-GTP activent les phosphorylations de GBK& Akt,
on obtient également I'hypothése gu’elle est s#fies gur ces mémes réactions ;

» Dans le module « Les actions impliquant les sougsirui » (Annexe 6), Gil et
Gai3 activent les phosphorylations de G$K=2t Akt, on obtient également
I'hnypothése qu’elle est sans effet sur ces ménmadiohs.

La section « Les lecons de ces premiers testsmgberle discuter des différents types de

contradictions que nous avons obtenus.
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I\V- Les lecons de ces premiers tests

Les résultats obtenus avec les réseaux FSH et @& permettent d’évaluer la qualité de
notre nouvelle méthode d'inférence. Les résultaté permis de mettre en évidence
I'existence de différences entre les réseaux dira@te et les réseaux obtenus grace a notre
méthode. D’une part, certaines relations sont dbserdans les réseaux inférés
automatiquement. D’autre part, nous avons a plusiegprises constaté que des relations,
confirmées ou hypothétiques, sont contradictoiteue leur génération altere I'intégrité des
réseaux obtenus. Nous allons expliquer les raistenses différents phénoménes qui sont

communs aux deux réseaux inférés automatiquement.

A-Pourgquoi manque-t'il des relations dans les réseatenus ?

L’absence de certaines relations dans les rése@dxeff EGF obtenus est essentiellement due
au fait que les regles existantes ne permettentepasre de raisonner sur tous les types
d’expériences qui sont rencontrés dans |'étudesda@seaux.

Pour illustrer cela nous allons prendre I'exemmdalvoie Gs du modéle FSH car le résultat
présente deux exemples distincts. Il est possieleair sur la Figure 65 que la plupart des

relations attendues sont obtenues. Néanmoins noedeux relations :

e L’activation indirecte de la PDE par la FSH,
* La formation du complexe Adénylate Cyclases&TP a partir de I'Adénylate
cyclase et du complexedS:GTP.

Pour déterminer I'activité des enzymes PDEEmaymatic Assagst utilisé : les cellules sont
stimulées avec de la FSH puis les PDE sont exdraiie de quantifier leur activité. Or, nous
avons formalisé ce type d’expérience sans stinmrati’est pourquoi pour obtenir la relation
entre la stimulation et l'activité de I'enzyme d@&nét en réponse au signal, il faut créer un
prédicat SEA(w,x,[(y)],[(nz,z)].e) ouw est le signalx est le catalyseus; est le substrag,

est le produit et est I'effet observe. Ce prédicat signifie qu’eegance dev, on observe, par
Enzymatic Assayune augmentation de la productionzd8i de plus on sait quecatalyse de
maniere directe la conversion deen z cette augmentation ne peut provenir que de

'augmentation de la quantité aequi elle-méme provient de 'augmentation de lavarsion
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de c (forme inactive dex) enx, ou ¢ est une forme modifiée dequi ne possede pas cette

activité enzymatique. Ainsi, on peut écrire la e2gl

e IF CATALYZE(x,[(ny,Y)].[(nz2)],direct,confirmed,increase) AND
SEA(W,X,[(n,y)].[(nzz)].increase)  AND MODIFIEDFORM(x,c) THEN
MODIFY (w,c,x,unknown,confirmed,increase AND

CATALYZE(c,[(ny,y)].[(nz,z)],direct,confirmed,noeffect)

Cette nouvelle regle permettra d’obtenir les liernquants entre I'activation d’une enzyme

et le signal qui a permis cette activation.

AdenylateCyclase

Figure 65 : Exemple de relations manquantes

Les relations attendues et présentes sont repéesepnh mauve et les relations attendues mais abssoimt
représentées en bleu.

En ce qui concerne la formation du complexe Adéryl&yclase:@s:GTP, cette
complexation est démontrée par une structure bmstatridimensionnelle, cela ne donne
donc pas d'indication sur la forme sous laquelke partenaires du complexe se présentent
avant sa formation.

Nous avons également évoqué plus tot I'action I’EPAIr Rapl et I'absence d’expériences

permettant de définir le role de Rapl dans le résea protéine Rapl est I'effecteur direct

174



d’EPAC [40], il serait donc intéressant de créele uegle permettant de déduire des
hypothéses quant a I'action de Rapl. Par exemple :

e IF MODIFY(x,y,b,direct,confirmed,increase) AND
MODIFY(x,z,c,unknown,confirmed,increase) THEN
MODIFY (b,z,c,unknown,hypothesis,increassignifiant : si x modifie y en b de
maniere directeet six modifie z enc, alors I'hypothése quie modifie z enc peut étre
émise (Figure 66).

Figure 66 : Déduction d’'une nouvelle hypothése

(A) La moléculex modifie directemeny enb et x modifie z enc avec une distance inconnue (B) A partir des
relations précédentes, on déduit 'hypothéselmeluit la modification de enc avec une distance inconnue

Grace a cette regle, il serait possible d’obteeis Hypotheses supplémentaires et donc de

compléter le réseau.

B- Le probléeme des ARN interférents

Etant donné qu’un petit ARN interférent (siRNA) dimae la présence de toutes les formes
d'une méme protéine dans la cellule touchée, ildfaiti écrire la regle
SIRNAAGAINST(s,x) AND MODIFIEDFORM(y,x) THEN SIRNAAGAINST(S,y)».
Cependant, cette regle va nous poser un certairbmode problemes. Par exemple, nous
obtiendrons des relations supplémentaires dansi¢eBvarrestines du réseau FSH et dans la
voie Grb2 du réseau EGF. Dans le modele FSH, tdegeségulations hypothétiques des
différentes GRK et defg-arrestines sur la phosphorylation des ERK MAPKsetransférées

a toutes leurs formes. Par exemple, le résultéitrdérence contiendra en plus les hypotheses
selon lesquelles la GRK2 modifiee inhibe la phosplation de ERKL:
PHOSPHORYLATE(modGRK2,ERK1,pERK1,unknown,hypothgiasrease) et I'’hypothese
selon laquelle la GRK2 na pas deffet sur cette nmaé phosphorylation :
PHOSPHORYLATE(GRK2,ERK1,pERK1,unknown,hypothesigfifiect). Sachant que nous
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avons déja dans les faits déduits I'hypothese sdimquelle GRK2 inhibe cette
phosphorylation : PHOSPHORYLATE(GRK2,ERK1,pERK1,00lwn,hypothesis,
decrease) et I'hypothese selon laquelle la GRK2difde n'a pas deffet dessus:
PHOSPHORYLATE(modGRK2,ERK1,pERK1,unknown,hypothgmeffect). Ainsi, les
hypothéses générées seront contradictoires. Capierdtie situation n’est pas problématique
dans le sens ou ce ne sont que des hypothésegottaiune expérience de validation
supplémentaire pourra ensuite permettre d’élimiesrhypotheses. Par contre, cela souléve le
probleme de la multiplication des hypothéses quirgzit rapidement mener a une explosion

du nombre de relations inférées.

C- Utilisation du savoir implicite

Dans le réseau de signalisation induit par la FBtérai, nous avons utilisé le savoir implicite
pour obtenir toutes les relations mettant en jeprédéine G. Il est important de préciser que
I'utilisation des « on sait que » est faite unigeaindans les cas ou les relations ont été
démontrées un grand nombre de fois. Dans le cda geotéine Gs, différents travaux ont
montré sa complexation avec le récepteur [79, 283plus I'action de la protéine Gs activée
sur 'adénylate cyclase a été démontrée en préesiméeSH [224]. Ces travaux prouvent le
réle de la protéine Gs dans le réseau induit paBk mais ils sont issus d’expériences de Gel
Diffusion, or cette expérience est tres complek@maliser, c’est pourquoi nous avons choisi
d’admettre cette complexation.

Il est tres important de limiter le nombre de fatimis. En effet, 'une de nos motivations
dans le développement de la méthode était de fineisebiais dus a l'utilisation du savoir du
domaine, notamment parce qu’'une partie des proseadmis par la communauté de la
signalisation cellulaire ne repose pas sur desvpeeindiscutables mais sur des faisceaux
d’éléments convergeants. Or ce genre de dogmesgslierement invalidé dans le domaine
de la biologie.

L’autre phénomeéne auquel nous avons été confraggésjue certains processus ont été
déemontrés il y a plusieurs dizaines d’années. €x,protocoles expérimentaux utilisés, en
particulier dans les premiers temps de la biolog@éculaire, étaient souvent tres indirects
par rapport au phénomene a mettre en évidencé,est souvent difficile de formaliser le
raisonnement. Enfin, ces protocoles ont le plusesouété abandonnés depuis au profit de
protocoles plus directs. Pour toutes ces raisanss n’envisageons pas de créer les regles qui

permettraient d’intégrer ces protocoles a la méhod
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D- Les faits contradictoires

Dans lI'analyse des réseaux inférés nous avonsl&ighssieurs contradictions, soit entre des

faits sans effet et des faits présents dans lehgraoit entre des hypotheses.

1- Hypotheses contradictoires

Dans l'analyse des deux réseaux inférés nous asgmalé des cas ou des hypothéses
contradictoires sont générées.

Le réseau inféré pour la FSH contient les hypothese la FSH active et inhibe la réaction
PKA-> PKAc (Figure 67).

L

PKAC

Figure 67 : Incompatibilité des hypothéses, I'extmge la PKA

Trait pointillé rouge = relation hypothétique awate distance inconnue, trait pointillé vert = relatconfirmée
avec une distance inconnue, trait pointillé noiekation confirmée indirecte.

Ce petit réseau est obtenu grace a difféerentesrierpés dePhosphorylation Assayge
p70S6Kinase et d’Akt en présence de FSH et d’itduips. Dans un premier temps, nous
avons obtenu les conclusions :

* La FSH induit indirectement la phosphorylation dtAkir la position S473 [225],

e La FSH inhibe indirectement la phosphorylation dé0O$6Kinase sur le site
T421/S424 [209].
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Ensuite, les mémes expériences ont été reprodenitggésence d’un inhibiteur de la PKA
active. Cet inhibiteur a entrainé une augmentatieria quantité d’Akt phosphorylée (fait
ICPPA(FSH,Akt,a_pAktS473,H89,increase) [225] et umggmentation de p70S6Kinase
phosphorylé (fait ICPPA(FSH,p70S6K,MyrPKl,a_pp703@R1/S424,increase) [209].

Le fait impliquant Akt a entrainé le déclenchemamia regle :

e IF PHOSPHORYLATE(x,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
ICPPA(X,y,i,a,increase)AND INHIBITOR(i,z) AND ANTIBODYAGAINST(a,b)
AND MODIFIEDFORM(z,d) AND NOTMODIFIED(x) THEN
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,decrease) AND
MODIFY(x,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

Ce qui a permis d’obtenir les conclusions :

e PHOSPHORYLATE(PKACc,Akt,pAktS473,unknown,confirmedglease)
e MODIFY(FSH,PKA,PKAc,unknown,hypothesis,decrease)
* PHOSPHORYLATE(PKA,Akt,pAktS473,unknown,confirmedeftect)

Et le fait impliquant p70S6Kinase a entrainé ld@ldécthement de la regle :

* |[F PHOSPHORYLATE(X,Yy,b,unknown,confirmed,decrea&iD
ICPPA(X,Y,i,a,increasé)ND INHIBITOR(i,z) AND ANTIBODYAGAINST(a,b)
AND NOTMODIFIED(x) AND MODIFIEDFORM(z,d)THEN
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,decreaSNpD
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increage)iD
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

Ce qui a permis d’obtenir les conclusions :

e PHOSPHORYLATE(PKAC,pp70S6K,pp70S6KT421/S424, unkn@anfirmed,decre
ase)

*  MODIFY(FSH,PKA,PKAc,unknown,hypothesis,increase)

*+ PHOSPHORYLATE(PKA,pp70S6K,pp70S6KT421/S424,unkn@enfirmed,
noeffect)

Ceci conduit donc a une contradiction hypothétisuel’effet de la FSH sur PKA.

Toutes les hypothéses contradictoires qui ont &ténoies dans nos deux modéles sont
générées de la méme facon que les hypothéses ggnéoncernant la PKA. Ces

contradictions entre hypothéses ne posent cepepdarde probleme d’intégrité des données
puisque ce sont des hypothéses. Pour résoudreontradictions il est nécessaire d’apporter
des expériences supplémentaires. Ceci peut égdantq@ortant pour les utilisateurs puisque
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cela leur permettra de mettre en évidence lesgsadii réseau dans lesquelles les preuves

expérimentales sont encore insuffisantes.

2- Contradictions issues de l'interprétation dgseeences

Dans le cadre de ce travail, la lecture des rdsubtapérimentaux est d’'une importance
capitale car c’est de cette étape que dépenddaudasbtenu, cependant elle n'est pas toujours
aisée. Afin de valider cette étape dans le casédaau induit par la FSH, nous avons fait
participer une promotion de Master 2 (Bioinforma#cet Biostatistiques) de I'Université de
Paris Sud. Dans le cadre de leur unité d’enseignerintégration et Analyse de Données
Biologiques issues du Web », nous avons expliquétudiants la procédure d’extraction des
données biologiqgues a partir des publications, pss leur avons donné différentes
publications ainsi qu’un dictionnaire des donndes@u’ils puissent extraire les informations
et les mettre dans le format que nous avons édlitétotal, il y avait huit binbmes ayant
chacun trois ou quatre publications (en fonctiommdmbre total d’expériences) représentant
un total de 11 publications : une des publicatiéast commune a tous les binbmes, les autres
ont été distribuées de sorte que chaque binbméanaittombinaison d’articles différente des
autres, et que chaque article soit vu par au mtoiis bindémes. L'objectif était de voir si la

lecture des résultats expérimentaux variait entfonau lecteur.

Cette expérience a permis de constater que dansate®u les expériences montrent une
variation importante entre la situation controlens FSH) et en présence de FSH, les lectures
convergent. Au contraire, lorsque les résultatstneni une faible variation, alors les lectures
varient en fonction de la personne. Nous avons adrtenu un grand nombre de réponses
identiques aux nétres. Il y avait cependant uneéegpce qui a donné lieu a des lectures
différentes. C’est le cas de I'expérience permettiétablir une relation entre la PKA et la
p38MAPK.

Lorsque nous avons analysé le réseau FSH inférés ravons mis en évidence la
contradiction suivante : PKAc active et n’a pasfidtesur la phosphorylation de p38MAPK,
les deux faits étant confirmes.

La premiere conclusion est obtenue a partir d'uxgéeence dePhosphorylation Assay
réalisée par Yu et al [204] pour détecter p38MARKgphorylée en présence de l'inhibiteur

de la PKA, H89 (Figure 68, les bandes utilisées sonadrées en rouge).
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Figure 68 : Phosphorylation Assay de p38MAPK deeYal [204]

La lecture de ce résultat ne présente aucune wificl'ajout de linhibiteur de la PKA
activée, H89, induit une diminution tres pronondéela phosphorylation du site T180/Y182
de la p38MAPK.

La deuxieme conclusion provient des travaux de Wagh al [77]. L'expérience de
Phosphorylation Assag été cette fois effectuée en présence de l'itdubiPKI (Figure 69,

les spots encadrés en rouge sont ceux qui soises)il

FSH 30 min
NT - SB PKI UG PD PP2 AG
- —
— — p-ERK1/2

—..|- -|-- S | p-p3BMAPK

— . e = | B PKB

D M i — — e at® | PH B

Figure 69 : Phosphorylation Assay de p38MAPK de k¢agt al [77]

Cette expérience est plus difficile a lire que l@gédente. Trois des binbmes de Master
avaient cet article. Deux bindmes ont considéré Igsedeux bandes étaient de méme
intensité, ce qui les a conduits a conclure queKA n’a pas d’action sur la phosphorylation.
Le troisiéme binbme a lu une diminution de la plasplation de la p38MAPK ce qui les a
conduits a conclure que PKA active la phosphonytati

Ceci montre bien que la lecture des résultats @xpétaux peut varier d’'une personne a
I'autre surtout lorsque qu’il s’agit d’évaluer ufable différence d’intensité entre deux spots.

Ceci montre que si la lecture est difficile, il pedire utile de demander plusieurs avis et
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surtout prendre en compte les statistiques présergé elles sont disponibles. Dans cet
exemple, il y a seulement 10% de différence maigr g étre sar, il faudrait plusieurs
expériences de quantification. Ceci montre égalémaa si la lecture est difficile et qu’on
dispose d’autres expériences avec des résultagstiainchés pour la méme relation, alors |l

vaut mieux éliminer la premiére.

3- Probleme des conditions expérimentales

En biologie, ce que I'on appelle les « conditiompéimentales » recouvre une réalité tres
complexe. Il peut s’agir de points majeurs tels deetype cellulaire ou le stade de
développement. Cependant, d’autres points plusilsulpeuvent également s’avérer
déterminants, comme par exemple la durée de sewaget stimulation. Dans le cas du
réseau de signalisation de la FSH, il existe pamgte des différences importantes entre les
cellules de Sertoli et les cellules de la Granul@sns notre revue, nous avons meélangeé les
données provenant de ces deux types cellulairasi que des résultats obtenus dans des
lignées. Cependant, dans la base de donnéesdedylplaire est attaché a I'expérience, et |l
est donc tout a fait envisageable de réaliserdimfice a partir de données provenant d’'un
unique type cellulaire. Nous nous retrouvons néansn@pidement confrontés au probléme

gue chaque relation n’a pas été démontrée dansietgoe cellulaire.

La prise en considération de la molécule utiliséerstimuler les cellules est également trés
importante. Par exemple, Gonzalez-Robayna et &] [@&tiennent une forte augmentation de
la phosphorylation de la p38MAPK lors de I'ajouttd89, inhibiteur de la PKA active, alors
gue cette inhibition provoque une diminution dafeuttes expériences. Ceci est du au fait
que les auteurs utilisent de la FSH associée aadestostérone, or il est établi que la
testostérone seule est capable d’induire la phoglation de difféerentes MAP kinases, dont
p38MAPK [226].

La qualité de la stimulation et le temps de mesa® également des facteurs importants.
Une expérience dans laquelle la stimulation estpm&ine recombinante peut donner des
résultats différents d’'une expérience ayant poumwsation une molécule purifiée car la
purification n’est jamais parfaite. En ce qui cameeles temps de mesure, nous l'avons déja
évoqué, le fait qu’une relation puisse exister dampsi et ne plus exister a un temp4.. |l

serait intéressant de prendre note des temps dsXgaemesures servant a créer les faits sont
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réalisées. Néanmoins ceci introduirait un niveaucdmplexité que nous ne pouvons pas

encore gérer.

Méme si nous ne sommes pas toujours en mesureeterpren compte I'ensemble des

facteurs, il nous a semblé primordial de les stoekec I'expérience elle-méme dans la base
de données. D’une part, cela permet de s'y réfé@rsgue des contradictions apparaissent
dans le réseau pour tenter de les résoudre. D’pattela méthode d’inférence est appelée a

évoluer, et prendra en compte un nombre croissafdaaleurs.
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V- Les limites de la formalisation

La formalisation du raisonnement et des donnéeérarpntales est une phase complexe et

certaines étapes posent des problémes difficiles.

A- Les formes modifiées

En biologie, on parle généralement de « forme actiet « forme inactive » d’'une protéine.
Ce changement provient nécessairement d'une matidic qu’elle soit chimique
(modification post-traductionnelle), ou conformatielle, lorsque la protéine se lie & un
complexe, ou encore lors d’'un changement de compant cellulaire.

Nous avons choisi de représenter cela par le @eMODIFIEDFORM(X,y), qui signifie que

x est une forme modifiée dg Cette notation permet de formaliser tous les syde
modifications sans qu’il soit nécessaire de lem@grécisément.

Les formes modifiées ne présentent pas de prob&@males-mémes dans le raisonnement.
L’inconvénient provient du fait que dans une réglgque €lément présent dans la conclusion

doit étre présent dans la condition.

Par exemple, il a été montré que la FSH induitrecdement la phosphorylation des protéines
ERK MAPK, et que cet effet est absent lorsqu’onuggoun inhibiteur des MEK. Ainsi on
peut faire I'hypothese que la FSH active les MEKj g leur tour phosphorylent les ERK
MAPK. Par cette phrase, on dit implicitement gqeXiste une forme inactive des MEK et une
forme non phosphorylée des ERK. Pour que les régleaboutissent a la bonne conclusion
puissent étre déclenchées, il est nécessaire oteraétte forme inactive.

La situation devient plus problématique lorsquesigurs formes modifiées différentes et
inconnues sont nécessaires pour déclencher toegsesegles nécessaires a 'obtention du
résultat correct, car il faut définir des le débnt« réservoir » suffisant de formes modifiées.
De plus, un certain nombre de regles va étre déeterpar chacune de ces formes
hypothétiques. Ce raisonnement nous a fait craindeeexplosion du nombre d’hypotheses
générées, mais cela n'a pas été le cas jusqu'amiréS’est cependant une réflexion sur

laquelle il faudra revenir.
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Il existe également des molécules qui ne peuvenépa modifiees dans le cadre d’'un réseau
de signalisation. C’est par exemple le cas de ld &&ns le cadre du réseau de signalisation :
on sait qu’elle ne peut pas étre modifiée pardaalisation qu’elle induit. Pour ce type de cas
particulier, nous avons créé le prédicat NOTMODIB(E). Cela permet d’éliminer d’emblée

un certain nombre d’hypotheses qui n'auraient gaseths biologique.

B- Le probléme des hypothéses

L'inférence automatique génére un grand nombrembtheses, beaucoup plus que I'expert a
partir des mémes données. Comme indiqué plus hauydtésence de nombreuses formes
modifiées par exemple entraine la création de neuod®s hypothéses. Par exemple, si une
expérience d’ELISA est réalisée pour quantifierMRc en présence de FSH et qu'il existe

deux formes modifiées de 'AMPc : TAMP et 'ATPe réseau obtenu correspond a la Figure

70. Or il s’avere que '’AMPc est produit a parte ATP et non de 'AMP.

C=D

Figure 70 : Hypothéses obtenues a partir d'un ELld&Aa production d'AMPc en présence
de FSH

Prenons aussi I'exemple d'une expérience Rlesphorylation Assagn présence d'un
inhibiteur. On sait quex active la modification dg en b. On ajoute un inhibiteur d’'une
moléculez et on constate une diminution HeSi on n’a défini gu'une seule forme modifiée
pour chacune des molécules impliquées dans I'exipégi trois réseaux sont compatibles
avec ce résultat (Figure 71), et les hypothésesegmondant & ces trois réseaux seront
générées automatiquement.

A B C
o | |

-

Figure 71 : Différents réseaux pouvant conduiren@&me résultat
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Dans le cas ou on a défini un plus grand nombréodaees modifiées pour les différentes

molécules impliquées, le nombre de solutions auggen

Nous avons choisi de faire les regles les plus ¢&tep possibles, c’est-a-dire que le
déclenchement d’'une regle va générer toutes lesthgpes qui peuvent mener au résultat
observé, cela sans prendre en considération lapildb de chaque hypothése au regard de la

biologie. Dans I'exemple précédent, cela se traoitle réseau de la Figure 72.

Figure 72 : Fusion des trois réseaux pouvant é&tenois a partir d’'uPhosphorylation Assay
avec inhibiteur

Ceci est tres important et est certainement undéadess de la méthode. En effet, trop souvent
en biologie, lorsque deux hypotheses sont possibtegu’au regard de ce que I'on sait déja
sur le systeme l'une est nettement plus plausible Itautre, on va simplement éliminer

I'hypothése la moins probable. La raison essenti@t que les systemes deviennent
rapidement trés complexes, et donc il est impassibénvisager toutes les hypothéses de
maniere simultanée. De ce fait, dans un systemeleosm on finit par avoir un échafaudage
d’hypotheses qui sont chacune localement la plobglle, mais I'ensemble a quant a lui une
probabilité assez faible d'étre juste. Notre systgmermet justement de n’écarter aucune
hypothése tant qu’il n'a pas été démontré qu’eliat dausse. De plus, la représentation de
toutes ces hypothéses dans un méme graphe pernset dencentrer sur les points ou des
données supplémentaires sont nécessaires poumélirdes hypotheses concurrentes et

incompatibles entre elles, en faisant ainsi unl otir rationaliser le travail expérimental.

C- Des regles de plus en plus complexes

Les regles actuelles ne permettent d’interprételurgunombre limité de protocoles

expérimentaux. En particulier, nous nous sommeidgrau cas ou au plus un perturbateur est
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utilisé. Or il est trés fréquent d'utiliser plusisuperturbateurs. Si on reprend I'exemple
précédent, mais en introduisant cette fois deditthirs de deux moléculestw, le nombre
de réseaux qui ménent a I'observation d’une baiesé quantité dg en présence de ces

inhibiteurs est beaucoup plus élevé (Figure 73).

Il
|

B @0 s

A E] B C
-+

Figure 73 : Possibilités de réseaux provenant Bliosphorylation Assagvec une double
perturbation

(Relation rouge = hypothése avec une distance mamrelation verte = confirmée avec une distancerinue)

Les différentes hypothéses peuvent égalementairésentées par le graphe de la Figure 74.
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Figure 74 : Fusion des réseaux pouvant étre obpastir d'unPhosphorylation Assagvec
une double perturbation

(Relation rouge = hypothése avec une distance mamrelation verte = confirmée avec une distancerinue)

Ceci va incontestablement entrainer la créationedies de plus en plus complexes et ainsi

augmenter la complexité des réseaux obtenus.

D- Difficultés pour la formalisation

Certains points sont apparus comme particuliererddfitiles a formaliser. En particulier
dans les protocoles utilisant des molécules trasicphéres comme les agonistes, les

analogues structuraux, les mutants ou les varrattsels.

1- Agonistes et analogues structuraux

On distingue deux types d’agonistes : les agonstegplets, qui sont capables de reproduire
exactement tous les effets de la molécule dorgoitd agonistes, et les agonistes biaisés, qui
reproduisent une partie de ces effets. Les agensbenplets (AGONIST(x,y) x est un
agoniste dey) ne posent aucune difficulté particuliere. Desleggont été créées pour
« transférer » toutes les propriétés de I'agorésta molécule naturelle. Il en est de méme
pour les analogues structuraux des molécules.

Pour les agonistes biaisés et les analogues gs@ugtumimant une partie des effets d’'une
molécule, les choses sont beaucoup plus complexsgiye 'on ne peut pas transférer
I'ensemble des propriétés de la méme maniére.

Par exemple, lors de la construction du réseau RBHanalogue structural important de
'AMPc a été rencontré, le 8-CPT-2ME-cAMP. Il estpable d’activer EPAC mais pas la

PKA. Cette molécule permet l'identification de laie de signalisation dépendante d’EPAC.
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Pour le moment, nous avons assimilé 8-CPT-2ME-cAM activateur d’'EPAC de fagon a
pouvoir utiliser les informations, mais il est ngsaire de trouver une alternative pour
formaliser I'utilisation de cette molécule commarétun analogue structural de '’AMPc mais
avec un effet partiel.

De la méme facon, il est difficile de formalises gonistes biaisés car ces derniers entrainent
un changement de conformation du récepteur diffaencelui induit par le ligand naturel.
Par exemple, le récepteur FSHR peut étre activéagdard équine partiellement déglycosylée
et dans ce cas, le récepteur induit préférentigidra voie dépendante dgsarrestines par
rapport a I'action de la FSH [102]. Ce qui signifjee cette LH est un agoniste biaisé de la
FSH et sa fixation au récepteur déclenche un clmegeconformationnel du récepteur pour

I'activer et cette conformation active est difféeede celle induite par la FSH.

2- Mutants et variants naturels

En biologie, l'utilisation de protéines mutantes &8s répandue. Les mutants permettent
d’étudier une caractéristique précise d’'une mokclihtérét pour déterminer la fonction qui
est due a cette caractéristique. Par exemple gshypothése est que la phosphorylation d'une
protéine sur un site donné permet son activatiorpeut créer un mutant a cette position, soit
mimant une phosphorylation constitutive, soit mitnane déphosphorylation constitutive, et
utiliser ce mutant pour démontrer I'hypothese.

Les difficultés a formaliser les mutants viennargt¢ment du fait qu’il y a une « intention »

derriere la création d’'un mutant, et que c’estecigttention qui doit étre formalisée.

D’autre part, ces mutants peuvent avoir des comsegs similaires a celles des analogues
structuraux partiels, puisqu’ils sont capableseataplir une partie seulement des fonctions de
la protéine sauvage. Prenons I'exemple du récepi8HIR, lorsqu’il est activé par la fixation
de la FSH, il est phosphorylé par les GRK2/3 ou GRKpuis il se complexe avec Ips
arrestines. En fonction de ces phosphorylatiorsgrid dirigé vers la désensibilisation ou vers
la signalisation dépendante dearrestines. Dans le cas ou cing sérines sont esr@ed par
des alanines, ce récepteur présente une phospimmylees diminuée et des expériences de
co-immunoprécipitation montrent que cette diminatide phosphorylation du récepteur
entraine une forte diminution de la complexatioealesp-arrestines [99]. Cependant, on
constate toujours a la fois un recyclage du récepte une signalisation dépendante fles
arrestines. Ainsi, la mutation du FSHR n’entrainBactivation constitutive, ni I'inactivation
constitutive de ce récepteur qui peut donc biea 88fini comme un analogue structural
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partiel du récepteur sauvage. On revient donc anblgmes de formalisation évoqués dans le
chapitre précédent.

Au sein des cellules, il peut aussi exister desamtatnaturels des protéines, c’est ce que I'on
appelle les variants naturels. Ces derniers peundunire des différences dans la signalisation
cellulaire. Une étude menée sur un mutant du réaetSH (Alanine 189 remplacée par une
Valine) montre que la cascade ERK MAPK est indptéférentiellement par la voie
dépendante deg-arrestines plutét que par la voie dépendante det®ipes G [227]. Les
résultats ont montré que cette mutation entraineléfaut d’adressage du récepteur a la
membrane plasmique et que lorsque le récepteur R&Rel est exprimé aussi faiblement
que le mutant A189V alors il se comporte de la méagen. Ce type d’exemple montre la
difficulté de formalisation liée a ces variantsurats car les différences sont essentiellement
guantitatives, or actuellement, notre méthode nengrpas en compte les données

guantitatives.
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VI- Inférence

A- Utilisation du ‘OU’ et probleme d’égalité

1-Le 'OV

Comme nous l'avons déja signalé, nous avons cli@she pas utiliser le OU dans les
conclusions des regles. Un certain nombre de ra@os dédiés a la programmation logique,
ne sont pas en mesure d’utiliser des regles comtemaconclusion un OU, mais SOLAR le
peut. Or, si dans un certain nombre de cas défs,cies hypothéses pourraient étre
remplacées par l'ajout d'un OU, la régle pourra@vehir fausse car il est possible de
rencontrer les différents cas de figures :

* Une des hypothéses est validée et I'autre invalidées ce cas, I'utilisation du ‘OU’
n'est pas problématique,

* Les deux hypothéses sont validées ce qui impligieela présence d’'un ‘OU’ rendrait
la regle fausse,

» Les deux hypothéses sont invalidées, ce qui coédaiement a une regle erronée.

Par exemple, lorsqu’uWestern Blotest effectué avec un anticorps Pan, le but est de
guantifier une protéine et donc son expression tagsllule. Comme nous I'avons expliqué
dans le Matériel et Méthodes, si une augmentateola djuantité de la protéine d’intéséést
observée en présence de la moléswdors il est possible d’en déduire les quatre bygges :

x active la transcription du gérveen ARNmw OU x inhibe la traduction de TARNmv en

protéiney OU x inhibe la dégradation de(Figure 75).
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Figure 75 : Schématisation des conclusions obteapestir d'un PANWB
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Cependant, il est tout a fait possible guemgisse simultanément sur deux de ces phénomenes,
voire les quatre. Ainsi dans ce cas, deux, trois quatre hypothéses sont vraies
simultanément, et on ne peut pas remplacer lesg@gincluant sur ces différentes hypotheses

par une regle avec un OU.

2- L'égalité
En logique du premier ordre, il est possible dboduire le symbole d'égalité. Cela est

formalisé grace a un prédicat d'égalité permettintier des termes. Ce type de prédicat

serait nécessaire notamment pour définir I'égalittee deux complexes telle quéy)x:(ny)y

= (ny)y:(ngx.
Cependant, cette égalité n'est pas implémentée 8a1sAR mais les développeurs de ce

moteur d’inférence envisagent d’'intégrer cette fnige.

B- Temps de calcul

Le Tableau 6 contient les temps d’exécution de SRlobservés pour obtenir la totalité des
faits déduits pour les modéles FSH et EGF avecpunondeur de raisonnement limité a

I'enchainement de quatre régles (profondeur opérpalr la déduction de tous les faits).

Tableau 6 : Temps d’exécution de SOLAR avec un&nement de quatre regles maximum

MODIFY 1991s 3316s

PHOSPHORYLATE 2876s 3326s

TCE 17,25s  6,78s
TLE 13,81s 6,65s
Complexation 4,25s 51,61s
Réaction enzymatique 3,81s 3,36s
Temps total 1h18 1h48
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Les différents temps obtenus permettent d’affiropee SOLAR ne permet pas une déduction
rapide de tous les faits.

Cependant, Adrien Rougny a testé SOLAR avec unéodét difféerente. Pour ce nouveau
test, la profondeur de raisonnement choisie cooredpa une seule regle (et non un
enchainement de quatre regles comme précédemrénfPle contient tous les prédicats. Les
faits initiaux ont servi déop_clauseet les régles sont considérées comme des axiciines a
d’obtenir les faits déduits. Ensuite, a chaqueattén, les faits déduits remplacent les faits
initiaux entop_clause Les faits initiaux utilisés lors d’'une itérati@ont considérés comme

des axiomes a l'itération suivante. De cette faB@LAR est exécuté jusqu’a ce qu’il n’y ait

plus aucun fait nouveau deéduit.

Cette deuxieme technique est beaucoup plus rapi€dagpremiére car elle permet d’obtenir
tous les faits déduits des modeles FSH et EGF eiroenune minute. Cette nouvelle
technique de raisonnement est valable car toutesléises manipulées par SOLAR pour

obtenir les relations d’'un réseau sont issues gles@le Horn.

C- Indice de confiance des données

Comme nous l'avons discuté a plusieurs reprises,cdatradictions vont apparaitre dans le
réseau chaque fois que des expériences dont laftatéssont contradictoires vont étre
utilisées. Ces contradictions représentent potétient un outil intéressant puisque qu'’il est
possible de faire ressortir des contradictionseeds expériences utilisant des protocoles
différents et effectuées a différents niveaux dsea®, qui pourraient sans cela, passer
inapercu. Résoudre ces contradictions demande dapede revenir aux expériences initiales
et de « décider » d’écarter certaines d’entre .elles

Etant donné que cette situation est relativeménjuiente en biologie, nous avons commencé
a réflechir a des moyens de guider l'utilisateunsdae choix en donnant un «indice de
confiance » aux relations du réseau.

Plusieurs facteurs nous semblent particulieremeriingnts :

« L’estimation de la fiabilité des protocoles expé&simtaux,
* Le nombre de faits initiaux menant de maniere iedéante a cette conclusion,
* Le nombre d’équipes de recherche dont provienrenfaits.
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Par exemple, lorsqu’il s’'agit de montrer une intdcn entre deux molécules, la
cristallographie est plus fiable qu’une expériet@mmunoprécipitation. L'indice de

confiance d’une relation de complexation déduitend’ expérience de cristallographie sera
donc plus élevé que celui d’'une relation de congiiern déduite d'une expérience

d’'immunoprécipitation.

De plus, lindice de confiance pourrait augmentereca le nombre d’expériences
indépendantes démontrant la méme relation. Airisyng relation de complexation est
démontrée par immunoprécipitation, l'indice de ¢amfe sera plus faible que celui d’'une
relation de complexation démontrée par immunopitatipn et FRET. La cristallographie

quant a elle conduira toujours a un indice de emuk trés €leve.

En ce qui concerne la prise en compte du nombraitieinitiaux menant a la conclusion a
évaluer, la procédure a suivre est plus complexat-@h compter +1 a chaque fois que la
conclusion est rencontrée ? D’autre part, il faue &res vigilant quant a la source des
expériences. En effet, il est fréquent de voir agipee une méme expeérience dans plusieurs
articles publiés par la méme équipe. De plus, &sthdes et les pratiques de chaque équipe
introduisent parfois des biais similaires d’'uneédmgnce a I'autre, et donc d’une publication a

I'autre.

D- Régles d’élagage

SOLAR permet d'obtenir tous les faits déduits qat pu étre générés a partir des faits
initiaux. Or certaines conclusions ne sont pagsifilour construire le réseau. Par exemple, les
conclusions contenant un analogue structural (ouagwniste) en argument ne sont pas
représentées dans la visualisation du réseauataidigue structural (ou I'agoniste) ne fait pas
partie du réseau de signalisation cellulaire, ihpet uniquement d’obtenir des informations
sur la molécule dont il est I'analogue structucal [agoniste).

D’autres cas sont plus difficiles a traiter. Paemple, dans l'inférence du réseau de la
signalisation de la FSH, nous avons obtenu leslgsions suivantes :

» Rafl phosphorylée sur la position S338 catalysectkment la phosphorylation des
MEK,
* MEK phosphorylées catalysent directement la phaggémoon des ERK,

» Rafl phosphorylée sur la position S338 induit ieciement la phosphorylation des
ERK.
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Figure 76 : Exemple d’élagage possible

Dans la partie A, il existe une relation indireqte a été supprimée dans la partie B

On obtient le réseau représenté sur la Figure D@#s ce réseau, on a deux chemins allant de
Rafl aux ERK, I'un constitué de réactions dire@kpassant par les MEK, l'autre indiquant
une action indirecte de Rafl sur les ERK. Dans ag cette derniere relation n’apporte
aucune information, et pour rendre le graphe plag on peut la supprimer pour obtenir le
réseau de la Figure 76B.

Dans cet exemple, aucune information n’est pertdusyperflu a tout simplement été élagué

dans le graphique.

Il est important de faire trés attention car ceetyélagage ne peut pas étre réalisé
systématiquement. C’est pourquoi, si cette inforoman’est plus représentée sur le graphe, il
est important de ne pas la supprimer dans la basdodnées. Par exemple, a partir des
conclusions suivantes :

* FSH agit sur la PKA,

* FSH agit sur leg-arrestines,

* La PKA induit indirectement la phosphorylation deRK,

» Lesp-arrestines induisent indirectement la phosphapates ERK,
* La FSH induit indirectement la phosphorylation &8&K.

On obtient le réseau de la Figure 77A. En abserioéodnation supplémentaire, le lien

indirect entre FSH et la phosphorylation des ERK isitile. Cependant, il existe

effectivement une autre voie indirecte entre la FSHa phosphorylation d’'ERK, présentée
sur la Figure 77B dans laquelle le complexe AMP&ERSt un intermédiaire.
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Figure 77 : Exemple d'élagage problématique

Le symbole carré contenant deux traits signifie lggeétapes intermédiaires ont été omises.

Ces exemples font apparaitre le fait que nous aubesoin de créer des régles d'élagage,
mais qui interviendront uniqguement pour la viswlen, et pas dans le raisonnement qui

permet d’inférer le réseau.
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Conclusion et perspectives
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Les travaux menés aux cours de ma thése ont péélaiboration d’une nouvelle méthode

d’'inférence automatique des réseaux de signalisativectement a partir de données
expérimentales massives et hétérogénes, ce qésere une innovation importante dans le
domaine de la biologie systémique. Les premierséatesdde réseaux induits par la FSH et
'EGF ont permis de démontrer la pertinence deéaarche et feront prochainement I'objet

d’'une publication.

Actuellement, seul le raisonnement permettant efpréter les expériences les plus
fréguemment rencontrées dans I'étude de la sigiiaisinduite par la FSH a été formalisé.
La formalisation du raisonnement permettant 'iptétation d’autres types d’expériences est
en cours, notamment pour I'exploitation des donr@ékaut débit telles que les puces a ADN
ou a protéines. Il sera alors possible d’expldaeotalité des résultats de facon automatique,

ce qui est actuellement impossible.

En ce qui concerne les représentations graphiqa@es de langage CellDesigner, les
conclusions obtenues dans le cadre des réseauxsinoar la FSH et 'EGF ont été
transformées manuellement en graphique de facadriiev que nous obtenions bien toutes
les conclusions que nous attendions. L'automatisatile cette étape est en cours,
conjointement avec la finalisation de la base dendes dont elle dépend. Lorsque cette base
sera préte, nous pourrons compléter le programiagahatisation qui pourra ainsi prendre
en compte toutes les relations entre les molécdles réseau donné. Il sera également
possible d’intégrer la localisation cellulaire desolécules et donc de représenter

graphiquement les différents compartiments celietai

La base de données que nous développons seraericiiformations sur les réseaux qui y
seront intégrés et surtout ces informations setmrtes reliées a une source minimum. Cette
possibilité de remonter aux sources bibliograplsque aux auteurs des expériences sera une

caractéristique majeure de notre approche.

Nous espérons étendre la base de données, et'd@oresla la méthode d’inférence, a d’autres
réseaux de signalisation, comme par exemple lesw&snduits par la sérotonine a travers les
RCPG 5HT, et 5HT, dans le cadre du projet ANBPCRNetdans lequel notre équipe est
impliquée. Nous voulons également appliquer ce guécd’inférence a d’autres types de

réseaux de moléculaires.
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Sur le long terme, notre méthode permettra de nansties réseaux statiques qui serviront de
points de départ pour la modélisation dynamiqué. dbél pourra également étre trés utile
dans ledesignde protocoles expérimentaux. En effet, SOLAR peiheefaire de I'abduction,
c’est-a-dire trouver les regles ou les faits mantg@our qu’'une conclusion prédéterminée
puisse étre déduite. Cela permettrait par exempde déterminer I'ensemble des
expérimentations qui doivent étre menées pour déeogu’'une molécule appartient a un
réseau. Les capacités de déduction de l'outil psuegalement permettre de déterminer
I'apport en information d’'une expérience, en foowrtdes résultats possibles, avant méme de
réaliser I'expérience, et de déterminer ainsi siamport justifie de la réaliser. La méthode
d’inférence peut ainsi devenir un outil d'aide aégcision pour le biologiste.

Aujourd’hui, d’autres développements méthodologgjaent en cours dans notre équipe, en
particulier sur la modélisation dynamique et I'arage protéine-protéine. Ainsi, la méthode
d’inférence des réseaux que j'ai développée prentktsa place dans une suite de méthodes
qui permettront de créer des réseaux dynamiqueprdesssus cellulaires de maniere quasi-
automatique a partir des données expérimentalels @evrira la voie a une meilleure
compréhension de ces processus complexes, ebadibilité de maximiser I'information que
les données expérimentales sont susceptibles diappo
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Annexe 1 : Relations formalisées non présentédsa gartie

« Matériel et Méthodes »

Effet sur la Complexation : L'effet sur la complexation est une relation dguiétion sur la

formation d’'un complexe (Figure 78).

Complex

Molecule x

Complex

Figure 78 : Effet sur la complexation

Une molécule induit la complexation d’'une molécweavec une moléculepour former le complex@l)y:(1)z

La formalisation d’un effet sur la complexation esgprésentée par le prédicat :

ECO(x,[(ny,y).(nz,2)],(ny)y:(n;)z,distance,status,effect)

Ou x agit sur la formation du complexsy)y:(n;)z, ouny etn, sont des entiers représentant le

nombre de moléculeset z respectivement. La molécukegpeut appartenir a n'importe quelle
classe moléculaire. Les molécules qui entrent darsomposition d’'un complexe peuvent

appartenir a n'importe quelle classe (ADN, ARN, tBiwe, Petite molécule et Complexe).

Bien sir, le produit de la complexation appartiéetd classe Complexe. La distance peut étre

directe, indirecte ou inconnue. Le statut peut étnefirmé, infirmé ou hypothétique. L’effet,

quant a lui, peut étre une augmentation, une ditimnwu nul.

Dissociation : C’est la séparation d’'un complexe en partenageles (Figure 79).

 Moléculez

Complexe (1)x:(1)y:(1)z

Figure 79 : Dissociation

Le complexg1)x:(1)y:(1)zse dissocie pour donner les molécxigsetz
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La formalisation d’'une dissociation est représeptide prédicat :

DISSOCIATION((n x)x:(ny)y:(n2)z,[X,y,z],status)
Ou (nyx:(ny)y:(nz)z est un complexe ¢x,y,z] représente la liste des molécules obtenues apres
dissociation.

Les molécules issues de la dissociation peuvenartgpr a n'importe quelle classe de
molécules. La molécule dissociée appartient adssel Complexe.

Modification : C’est la modification d’'une molécule par une aum@écule (Figure 80).

. 1 -

Figure 80 : Modification

La moléculex induit la modification de la moléculepour donner la molécule

La formalisation d’'une modification est représemiéele prédicat :
MODIFY(x,y,b,distance,status,effect)

Ou x est la molécule qui a un effet sur la modificatiey en z. Les moléculex, y et z

peuvent appartenir aux classes Protéine, Complexeetite molécule. La distance peut étre

directe, indirecte ou inconnue. Le statut peut étnefirmé, infirmé ou hypothétique. L'effet,

qguant a lui, peut étre une augmentation, une ditimnwu nul.

Les réactions enzymatiques ou encore les modificatpost-traductionnelles des protéines

sont des cas particuliers de modifications.

Réaction enzymatique C’est la transformation d’'un substrat en un progar une enzyme
(Figure 81).

Enzyme Complexe Enzyme
Enzyme/Substrat

Figure 81 : Réaction enzymatique

Le substrat vient se fixer sur 'enzyme qui catalga transformation en produit.
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La formalisation d’'une réaction enzymatique estésentée par le prédicat :

CATALYZE(X,[(n y,¥)].[(nz2)],direct,status,effect)
Oux est I'enzymey est le substrat etest le produit. La distance d’'une réaction enzignat
est toujours directe et I'effet ne peut prendre deex des trois valeurs indiquées auparavant,
increaseou noeffect L’'enzyme appartient a la classe Protéine, Congptex Ribozyme, le ou
les substrats peuvent appartenir & n'importe quelsse moléculaire tout comme le ou les

produits.

Acétylation : C'est Il'ajout d'un groupement acétyle (CO@Hsur une protéine. La
formalisation de cette relation suit la méme logigue la phosphorylation mais se traduit par
le prédicat :

ACETYLATE(x,y,b,distance,status,effect)
Ou la moléculex peut faire partie de n'importe quelle classe makfice, la moléculg/ est

une protéine db est une protéine acétylée.

Autres modifications post-traductionnellesles autres modifications ne sont pas encore

formalisées mais elles suivront le méme raisonnépen la phosphorylation et I'acétylation.

Transcription : C’est la synthese d'un ARN a partir d’une matridldDN par une

polymérase. Les séquences d’ADN concernées samqiemient les génes.
La formalisation de la transcription est décrite lpgprédicat :
TRANSCRIPTION(v,w)

Ouv représente le géne transcritref ARN obtenu.

La transcription est un phénomeéne cellulaire t@aplexe qui nécessite un grand nombre de

régulations. Le prédicat formalise uniquement iecfa’'un genev est transcrit en ARM.

Effet sur_la transcription : Une molécule peut avoir une action sur la trapsom d'un

gene. Par exemple, il est possible qu’'un géne puisse pas étre transcrit en ARNI une
moléculez est absente (Figure 82).
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Gene v > ARN w

Figure 82 : Influence d'une molécule sur la traipsion

La formalisation d’'une action sur la transcriptest définie par le prédicat :
TCE(z,v,w,distance,status,effect)
Ou z est la molécule agissant sur la transcription €loegy en ARNw. z peut appartenir a

n'importe quelle classe moléculaire. La moléoubst forcément un génewtun ARN.

Effet sur_la traduction : Une molécule peut avoir une action sur la traducti’'un ARN

messager. Par exemple, il est possible qu'un ARNsagew ne puisse pas étre traduit en

protéiney si une molécule est absente.

La formalisation d’une action sur la traduction @stinie par le prédicat :
TLE(z,w,y,distance,status,effect)

Ou z est la molécule agissant sur la traduction de NARessagew en protéiney. z peut

provenir de n’'importe quelle classe moléculaire. haléculew est forcément un ARN

messager et est une protéine.

Dégradation d’'une molécule :Une molécule peut avoir une action sur la dégradat'une

autre molécule.

La formalisation d’une action sur la dégradationdgdinie par le prédicat :
DEGRADATION(x,y,distance,status,effect)

Oux est la molécule agissant sur la dégradation deléculey. x peut provenir de n’importe

guelle classe moléculaire, de méme pour
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Annexe 2 : Création des regles non présentée dapsrtie

« Matériel et Méthodes »

Regles simples

Immunolocalisation 1’'immunolocalisation est une technique de détectie la localisation

cellulaire d’'une molécule grace a un anticorpsgdigontre cette molécule. Cette localisation
peut étre réalisée de deux fagons différentes,pswiimmunofluorescence (prédicat FLUO)
soit par immunohistochimie (prédicat IHC). Les esgétant de la méme forme pour les deux
techniques, nous allons prendre I'exemple de I'imafluorescence.

La détection étant réalisée grace a un anticolmsstinécessaire d’indiquer la cible de cet
anticorps par le prédicat ANTIBODYAGAINST(a,x). lédicat FLUO a pour arguments
I'anticorpsa, un compartiment cellulairecompartmentt la présence ou non de la molécule
dans le compartimentpositiveou negative Lorsque la présence de la molécule est confirmée
dans un compartiment, il est possible de conclute E localisation (prédicat
LOCALIZATION(x,compartment)), ce qui se traduit darregle :

* IF FLUO(a,compartment,positive) AND ANTIBODYAGAINST(a,x) THEN
LOCALIZATION(x,compartment)

Lorsque c’est I'absence de la molécule dans le eotimpent cité qui est observée, il est
possible de conclure sur la non localisation deddéécule dans le compartiment cité (prédicat
NOLOCALIZATION(x,compartment)), ce qui permet d'@pir la regle :

 IF FLUO(a,compartment,negative)AND ANTIBODYAGAINST(a,x) THEN
NOLOCALIZATION(x,compartment)

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) ELISA permet le dosage d’'une molécule

d’intérét grace a un anticorps (primaire) dirigéitte cette molécule. L’'ELISA est utilisé pour
réaliser un dosage absolu de la molécule d'intéréprésence et en absence d’une autre
moléculey. Un anticorps secondaire couplé a une enzyme (ofluorochrome) permet la
détection de I'anticorps primaire. Lorsque le stdisie I'enzyme est ajouté, il est transformé
en un produit coloré. Cette coloration permet largification de la molécule d’intérét car
plus elle est présente, plus la quantité de I'anpis primaire fixé sera élevée donc plus la

coloration due a I'enzyme couplée au deuxieme argfcsera €levee. Ainsi, la quantification
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est possible grace a la spectrophotométrie damsdedu couplage a une enzyme ou par
fluorescence dans le cas du couplage avec un @hoome.

Le prédicat ELISA a pour arguments la molécule align 'anticorps primairea et I'effet e
observé. Il est nécessaire d’ajouter le prédical IMDDYAGAINST(a,x) pour indiquer que
I'anticorps primairea reconnait la molécube

Etant donné qu'il est possible d’observer des duendifférentes dex en fonction de la
présence ou de l'absence yecela signifie quex résulte de la modification d’'une autre
moléculel (MODIFIEDFORM(x,l)), qui n’est pas détectée par I'anticorps. Cette eepée

ne permet pas de savoir quelle forme modifiéex st concernée, la conclusion est donc
hypothétique. Cette expérience ne permet pas nenda savoir si la relation est directe ou

indirecte. La Figure 83 illustre 'exemple de 'AMIRt ses deux formes modifiées.

Figure 83 : Exemple de 'AMPc et ses différentesnfies modifiées

L’AMPc est une molécule qui présente deux formesdifies: 'ATP et 'AMP. Donc les prédicats
MODIFIEDFORM(cAMP,ATP) et MODIFIEDFORM(cAMP,AMP) agtent, ce qui entraine, lors d'un test
ELISA en présence de FSH, la création de deux hgses : la FSH induirait la modification de 'AMR e
AMPc avec une distance inconnue et la FSH induleainodification de 'ATP en AMPc avec une distance
inconnue.

La conclusion est représentée par le prédicat MODBIFx,unknown,hypothesis,e). Et on
peut écrire la regle suivante :

« IF ELISA(y,a,e) AND ANTIBODYAGAINST(a,x) AND MODIFIEDFORM(x,)
THEN MODIFY(y,l,x,unknown,hypothesis,e)

L’effet e peut prendre pour valeimcrease decreaseou noeffectet il est le méme dans la

condition et dans la conclusion.

ELISA avec ajout d'un inhibiteur (ICELISA) It est également possible d’introduire un

inhibiteur d’'une molécule dont on veut connaitre I'effet sur la productiam ld molécule
quantifiee par ELISA en présence du signdlette expérience n’est utile que dans la mesure
ou lon sait déja quey induit la modification de la moléculel en x:
MODIFY (y,I,x,unknown,confirmed,increase). La détent de la moléculex est toujours
réalisée par I'anticorpa (prédicat ANTIBODYAGAINST(a,x)). Le prédicat ICEEIA prend
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pour arguments le signgl l'anticorps utiliséa, I'inhibiteur utiliséi et I'effet observé :
ICELISA(y,a,i,e). Si I'inhibition dez (prédicat INHIBITOR(i,z)) conduit & une diminutiate
la quantité dex alors on peut conclure qaenduit la modification dé enx avec une distance
inconnue.

Cette observation permet également de faire depathgses sur les relations ertetx : i) z
induit la modification dd enx indépendemment dg ii) z induit la modification dec eny
(MODIFIEDFORM(y,c)) avec une distance inconnue, aeequi n'a pas d’effet sur la
modification dd enx, ainsi z augmente la quantité ylece qui augmente la quantité xieii)

y induit la modification del enz (MODIFIEDFORM(z,d)) avec une distance inconnues@v
d qui n’a pas d’'effet sur la modification tienx, dans ce casest un intermédiaire entyeet

x (Figure 84).
i I
e W o

& OO

Figure 84 : Conclusions obtenues a partir d'unE3$EA avec inhibiteur

On sait que la moléculeinduit la modification dé enx avec une distance inconnue. On veut connaitrédiac
de la molécule sur cette relation. On ajoute un inhibiteurzdet on constate que la quantité>ddiminue. On
peut en conclure queinduit la modification dé enx avec une distance inconnue. Trois hypothéseseliffés
permettent d’expliquer ce résultat.

L’assemblage des différents prédicats permet dioble regle suivante :
« IF MODIFY(y,l,x,unknown,confirmed,increase)(iAND ICELISA(y,a,i,decrease)

AND ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND
MODIFIEDFORM(y,c) AND MODIFIEDFORM(z,d) THEN
MODIFY (z,l,x,unknown,confirmed,increase)(i) AND
MODIFY (y,d,z,unknown,hypothesis,increase)(iii) AND
MODIFY (z,c,y,unknown,hypothesis,increase)(ii) AND
MODIFY(d,l,x,unknown,hypothesis,noeffect)(iii) AND

MODIFY (c,l,x,unknown,hypothesis,noeffect)(ii)
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Remarque : Cette regle est valable si et seulesigatmoléculey augmente la modification
del enx et si l'inhibition pari la diminue. D’autres regles sont disponibles daksrlexe 4.
D’autres types d’expériences sont formalisés evestile méme raisonnement :

* Phosphorylation Assagvec inhibiteur/antagoniste/siRNA,
* RadiolmmunoAssagvec inhibiteur,
* Western Bloavec inhibiteur.

Fluorescence Resonance Energy Tranfer (FRET)e FRET permet de mettre en évidence

une complexation entre deux molécules. Le prineigiede coupler un fluorophore donneur

(e.g. : CFP) a une molécufeet un fluorophore accepteur (e.g. : YFP) a uneeméz

Y7 Yy

o YFP e YFP
-
Figure 85 : Principe du FRET

Lorsque les deux fluorophores sont éloignés l'uialgre, I'excitation du donneur provoque
une réémission de fluorescence a la frequence fepexidu donneur. Lorsque les deux
molécules forment un complexe, I'énergie lumineasdse par le donneur est transférée a
'accepteur, qui réémet a sa longueur d’'onde sip@ef différente de celle du donneur
(Figure 85). On peut ainsi évaluer la proximitédéeix molécules fluorescentes en mesurant
la réémission de fluorescence par I'accepteur.
La regle correspondante est :

* IF FRET(y,z2)THEN CO([(?,¥),(?,2)],(?)y:(?)z,confirmed)

Remarque : Si la stoechiométrie est inconnue, jestm, sont remplacés par des points

d’interrogation.

17 Au sein de I'équipe BIOS, le FRET est utilisé ades fluorophores présents sur une méme
molécule, c’est le changement conformationnel dia acomplexation qui provoque la
fluorescence du receveur. Cette technique n’esepeasre formalisée.
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Phosphorylation Radioactive Assay (PRAYn PRA est formalisé de la méme fagon qu’un

Phosphorylation Assageul I'anticorpsa dirigé contre la phosphoprotéibeest remplacé par
une forme radioactive de la phosphoprotéine (prédicat RADIOLABELLEDFORM(r,b)).
Les groupements phosphates ajoutés a la protéiné redioactifs, c’est donc cette

radioactivité qui permet de quantifier I'état deopphorylation de la protéine.

RadiolmmunoAssay (RIA)Le RIA est formalisé de la méme facon que le EHIBA, les

expériences changent uniqguement au niveau de fatification. Dans le cas du RIA, cette
derniére ne se fait pas grace a la fluorescencel@mzyme liée a I'anticorps mais grace a la
radioactivité de la molécule d’intérét. De mémefdamalisation d’un RIA en présence d'un

inhibiteur suit la méme logique que le test ELI®%c ajout d’un inhibiteur.

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction-FRR) : La RT-PCR permet de

quantifier I'expression de I'ARN, en présence ou en absence d'un sign8&i I'expérience
de RT-PCR montre un effetsur la quantité d’ARN en présence de(par comparaison a la
condition en absence dg : RTPCR(x,y,e), on peut en conclure que l'effet e sur la
transcription du gene en ARNYy: TCE(x,z,y,distance,status,effect)). On doit égant
préciser quey est le résultat de la transcription de TRANSCRIPTION(z,y). Ce qui est
décrit par la régle suivante :

. IF RTPCR(x,y,e) AND TRANSCRIPTION(z,y) THEN
TCE(x,z,y,unknown,confirmed,e)

L’effet peut prendre pour valeuncrease decreaseu noeffect

Structure cristalline tridimensionnelle (3D) a structure cristalline d’'un complexe permet de

connaitre tous les composants d’'un complexe airesisg stoechiométrie.
e IF 3D([(nx,x),(ny,y)]) THEN CO([(nx,X),(ny,y),...],(nx)x:(ny)y:...,confirmed)

Western Blot avec utilisation d’'un anticorps parAPVB) :Le PANWB est une expérience

permettant de quantifier toutes les formes d’'ureéime d’intéréty en utilisant un anticorps
capable de reconnaitre la forme sauvage de laipecdénsi que toutes ses formes modifiées.
Si on observe une augmentation (resp. une dimimutioe stabilisation) de la quantité yle
lorsquex est présente (PANWB(x,a,effect)) (Figure 86), @utpen déduire que : i) soit
active (resp. inhibe, n'a pas deffet sur) la t@aigion du géne codant pouy
(TCE(x,z,w,unknown,hypothesis,effect)), soitxipctive (resp. inhibe, n’a pas d'effet sur) la
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traduction de 'ARNm correspondant (TLE(Xx,w,y,unkmghypothesis,effect)), soit iiix
inhibe (resp. active, n'a pas d'effet sur) la dégteon de 'ARNm correspondant, soit ix)
inhibe (resp. active, n’a pas d'effet sur) la délgteon de la protéine observée. On précise
eégalement que est le gene transcrit en ARNmM(TRANSCRIPTION(z,w)) qui est traduit en
la protéiney (TRANSLATION(w,Y)).

Echantillon Contréle

Marqueurs

2 Echantillon en
de tailles l
¥ condition x

Effet sur la quantité ? q . q

0 Transcription [

Traduction

Figure 86 : Western Blot

On cherche a mesurer I'effet d’'une moléculsur I'expression de la protéine Pour cela, on effectue un
PANWB qui, ici, montre une augmentation de la gitértte la protéine dans la condition avec la md&gyar
rapport au contrdle sams On peut donc conclure quanduit 'augmentation de la quantité de la protgince
qui peut résulter de deux phénoméngsctive la transcription du géne codant pgwau x active la traduction
de 'ARN messager codant poyoux inhibe la dégradation de ’'ARN messageavec une distance incnonnue
ou x inhibe la dégradation de la protéipavec une distance inconnue. Fléche noire contintgdation directe
confirmée, fleche pointillée rouge = relation hypétique avec une distance inconnue.

On peut ainsi écrire les quatre regles suivantes :

« IF PANWB(x,a,effect) AND TRANSCRIPTION(z,w)AND TRANSLATION(w,y)
AND PANANTIBODY(a,y) THEN TCE(x,z,w,unknown,hypothesis,effect),

« IF PANWB(x,a,effect) AND TRANSLATION(w,y) AND PANANTIBODY(a,y)
THEN TLE(x,w,y,unknown,hypothesis,effect),

* IF PANWB(x,a,effect) AND TRANSLATION(w,y) AND PANANTIBODY(a,y)
THEN DEGRADATION(x,w,unknown,hypothesis,effect).

« IF PANWB(x,a,effect) AND TRANSLATION(w,y) AND PANANTIBODY(a,y)
THEN DEGRADATION(Xx,y,unknown,hypothesis,effect).

Western Blot avec utilisation d'un anticorps pan abut d’un inhibiteur de relation
(RIPANWB) : En biologie, il existe des inhibiteurs particuierque nous appellerons
inhibiteurs de relations, qui permettent d’'inhiloer processus donné dans la cellule, comme

par exemple la transcription et la traduction. D8esemple précédent, le WB simple ne
permet pas de savoir si I'effet se situe au nivdaula transcription ou au niveau de la
traduction. L’ajout d’'un inhibiteur de la traduatio
(RELATIONINHIBITOR(i, TRANSLATION)) permet de le détminer.
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Ainsi, si on fait un PANWB en présence de cet iitbilr, et que I'on observe une diminution
de la quantité dg en présence de: RIPANWB(X,a,i,decrease), on peut déduire quadeal

X augmente la traduction de 'TARNmw en protéiney avec une distance inconnue. Ceci
permet d’obtenir la régle :

e IF TLE(X,w,y,unknown,hypothesis,increasBND RIPANWB(x,a,i,decreaseAND
PANANTIBODY(a,y) AND RELATIONINHIBITOR(i,TRANSLATION) THEN
TLE(X,w,y,unknown,confirmed,increase)

Remarque : Attention, si une des hypotheses TCEL& générées par un PANWB est
validée avec ce type d’inhibiteur, cela ne veutdlias que I'autre hypothése est invalidée. Un

signal peut trés bien agir sur la transcriptionl&Traduction.

Reéqles complexes

Création de nouveaux prédicats concernant les m#&c

Il peut arriver que deux prédicats différents aiene méme signification mais elle est
implicite. Par exemple, la forme phosphorylée/déétlp d’'une protéiney est également une
forme modifiée de cette protéine. Il est donc neaies de rendre explicite cette idée, ce qui
se traduit par les regles :

« IF PHOSPHOFORM(b,y,poHEN MODIFIEDFORM(b,y)
« IF ACETYLFORM(b,y,pos)THEN MODIFIEDFORM(b,y)

La création de ces deux nouveaux faits va permetwélisation des formes
phosphorylées/acétylées dans les regles ou cdéesdiormes modifiées qui sont nécessaires.
Si la moléculex est une forme modifiée de la moléculalors I'inverse est également vrai :

« IF MODIFIEDFORM(x,y) THEN MODIFIEDFORM(y,x)

De méme, si une relation de modification Iden x est confirmée alors il est possible de
déduire qué est une forme modifiée de
e |IF MODIFY(y,l,x,d,confirmed,e)’]HEN MODIFIEDFORM(l,x)

S’il y a complexation entre les molécubegty pour donner le complexg@,)x:(ny)y alors le
complexe(ny)x:(ny)y existe :
o IF CO([(n.x),(ny,y),...]1.(m)x:(ny)y:...,confirmed) THEN COMPLEX((n)x:(ny)y:...)
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Cette création de nouveaux faits moléculaires galeénent tres utile en ce qui concerne les
anticorps. Par exemple, lorsque les biologistdseitit un anticorps pan protéirgils savent
gue I'anticorps reconnait toutes les formex,dmais cela est implicite. Donc il est nécessaire
de préciser que cet anticorps reconraitais aussi ses autres formes :

. IF PANANTIBODY (a,x) AND MODIFIEDFORM(c,x)  THEN
PANANTIBODY (a,c)

Cette explicitation permet également de définir dgieblocage qu’induit un siRNA sur
'expression d’'une protéine, a aussi des conse@sesar les formes modifiees de cette
protéine :

« IF SIRNAAGAINST(s,x)AND MODIFIEDFORM(y,x) THEN
SIRNAAGAINST(S,Y)

Tous ces nouveaux prédicats peuvent étre utiliaésep regles présentées précédemment, ce

gui permet de déduire de nouvelles relations.

Création de nouvelles relations avec une précisianla distance Un grand nombre de faits

déeduits concernant les relations ont une distancennue. En les combinant avec d’autres
faits, il est possible d’obtenir une précision kudistance, ce qui permet d’avoir des relations
compléetes. Par exemple, comme lillustre la Fig8re il est possible de déduire une action
indirecte dex sur la phosphorylation de la protéimeen d, ce qui sous forme de regle se
décrit de la facon suivante :

e IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
PHOSPHORYLATE(b,z,d,unknown,confirmed,increase) THEN
PHOSPHORYLATE(x,z,d,indirect,confirmed,increase)

Figure 87 : Exemple de déduction d’'une distanceécte

La moléculex induit la phosphorylation de la protéiyepour donnerb avec une distance inconnue et la
phosphoprotéind induit la phosphorylation de la protéizepour donnerd avec une distance inconnue. La
moléculex induit indirectement la phosphorylation de la pio¢z pour donned. Fléche pleine noire = relation
directe confirmée, fleche pointillée bleue = raatconfirmée avec une distance inconnue, fléchetiiée noire

= relation indirecte confirmée.
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Création de relations implicites a partir de faitgduits validés:Il peut arriver qu’en

combinant les faits déduits, de nouvelles hypothéseergent. Par exemple, deux conclusions
obtenues x induit la transformation de eny avec une distance inconnue estatalyse
directement la transformation deeny (Figure 88). Ces deux conclusions permettent de
supposer que l'action dese situe au niveau de I'activation dedonc on émet I'hypothese
quex induit la modification d& (e inactive) ere avec une distance inconnue (Figure 88).

Figure 88 : Déduction d’une relation implicite afrade faits déduits validés
expérimentalement

Ce raisonnement conduit a la création de la ragiaste :

e IF MODIFY(x,z,y,unknown,confirmed,increase) AND
CATALYZE(e,[(nz2)].[(ny,y)].direct,confirmed,increase) AND
MODIFIEDFORM(e,c) THEN MODIFY(x,c,e,unknown,hypothesis,increasBND
CATALYZE(c,[(nz2)].[(ny,y)].direct,hypothesis,noeffect) AND

MODIFY(x,z,y,indirect,hypothesis,increase)

Signification : Si la molécul& induit la modification de eny avec une distance inconnue et
si la réaction enzymatique ayant pour catalyseumnd&culee, pour substrat la molécukeet
pour produit la moléculg, est confirmée et & (forme active) est une forme modifiée de la
moléculec (forme inactive) alorx induirait la modification de ene (activation) avec une
distance inconnue;, n’a pas d’effet sur la réaction enzymatique aysnir substrat et pour

produity et la molécule induirait indirectement la modification deeny.

Réversibilité des relations La majorité des relations sont considérées révessi et

I'activation d’une relation est considérée équingtea I'inhibition de la relation inverse. Ceci
se traduit par les régles suivantes :

e IF MODIFY(x,y,z,d,s,increaselHEN MODIFY(x,z,y,d,s,decrease)
 IF MODIFY(x,y,z,d,s,noeffectTHEN MODIFY(x,z,y,d,s,noeffect)
* IF MODIFY(x,y,z,d,s,decreasdHEN MODIFY(x,z,y,d,s,increase)
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En biologie, une seule des deux relations est plessiCependant, au niveau du
fonctionnement du réseau, l'existence des deux thggses ne pose pas de probleme
d’intégrité. De plus, les expériences considéreepermettent pas de discriminer les deux

hypotheses. Ceci pourra étre reconsidéré si néoessiaavenir.
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Annexe 3 : Dictionnaire des données

Le dictionnaire des données permet de définirdaication de chaque prédicat.

0...9
3D([(Mx).(0y.y),...])
(Structure cristalline tridimensionne)le
La structure tridimensionnelle d’'un complexe coatgm, moléculesx etn, molécules
y a été résolue. « ... » signifie que la liste peétesidre.
x=All;y=All

AA(x,y,a,effect)
(Acetylation Assgy
L’ acetylationassay montre I'effet de la molécutesur I'acétylation de la protéing
détectée par I'anticormsreconnaissant la forme acétyléeyde
effect= increase, decrease, noeffect
x = All ; y = Protein ;a = Antibody

ACETYLATE(x,y,b,distance,status,effect)
(Acétylation)
La moléculex a un effet sur l'acétylation de la protéigepour donner la protéine
acétyléeb.
effect= increase, decrease, noeffect
status= confirmed, hypothesis, invalidated
distance= direct, unknown, indirect
x = All ; y = Protein jb = AcetylProtein

ACETYLFORM(b,y,pos)
(Forme acétylée)
b est la forme acétylée de la protéyne la positiorpos
y = Protein b = AcetylProtein

ACETYLPROTEIN(X)
(Protéine acétylée)
La moléculeb est une protéine acétylée.

ACPEA(X,[(ny,Y),...]1.[(n22),...],i,effect)
(Enzymatic Assay en présence d’'un antagoniste
L’enzymatic assaynontre I'effet que peut avoir, un antagoniste d’une molécule
d’intérét, sur la réaction enzymatique catalyséexpayant pour substrat une liste de
molécules (iciny moléculesy) et pour produit une liste de molécules (icimolécules

2).
effect= increase, decrease, noeffect
x = Protein, Complex, Ribozymey = All ; z = All ; i = Protein, Complex,

SmallMolecule
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ACPPA(x,y,i,a,effect)
(Phosphorylation Assay en présence d’un antagoniste

Le phosphorylation assaynontre l'effet que peut avoir, un antagoniste d’une
molécule d'intérét, sur la phosphorylation de latginey sur laquelle agit la molécule

x détectée par I'anticorsde la forme phosphorylée ge
effect= increase, decrease, noeffect
x = All ; y = Protein ;a = Antibody ;i = Protein ; Complex, SmallMolecule

AGONIST(x,y)
(Agoniste)
La moléculex est un agoniste de la molécyle
x = Protein, Complex, SmallMoleculg = Protein, Complex, SmallMolecule

ANALOGUE(x,y)
(Analogue structural)
La moléculex est un analogue structural de la molégule
x = Protein, Complex, SmallMoleculg = Protein, Complex, SmallMolecule

ANTAGONIST(i,2)
(Antagoniste)
La moléculd est un antagoniste de la molécule
i = Protein, Complex, SmallMolecule = Protein, Complex, SmallMolecule

ANTIBODY(a)
(Anticorps)
a appartient a la classe Anticorps.

ANTIBODYAGAINST(a,b)
(Anticorps)
La moléculea est un anticorps dirigé contoe
a = Antibody ;b = Protein, Complex, SmallMolecule

BDPULLDOWN (x,[y,...])
(Binding DomainPulldown)

ParPullDown utilisant un domaine de liaison immobilisé sur go®nne, on récupére
la moléculex qui se fixe au domaine de liaison et on vérifie h@oléculegy,...] liées

ax.
x = Protein, SmallMoleculey = Protein, SmallMolecule

C
CATALYZE(X,[(n y.Y),...],[(nz2),...],distance,status,effect)
(Réaction enzymatique)

La moléculex catalyse ou non la réaction enzymatique ayant sadostratny
moléculesy et pour produih, moléculesz. Attention les substrats et produits sont des

listes de molécules.
effect= increase, noeffect
status= confirmed, hypothesis, invalidated
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distance= direct
x = Protein, Complex, Ribozyme/ = All ; z= All

CO([(nxx),(ny,y)],(nx)x:(ny)y,status)
(Complexation)
Les moléculex ety forment un complexe d& molécules< et den, moléculesy.
status= confirmed, invalidated, hypothesis
x=All'; y=All; (n)x:(ny)y = Complex

CODINGGENE(x)
(Geéne codant)
La moléculex est un géne codant.

COMPLEX((n x)x:(ny)y)
(Complexe)
(nyx:(ny)y est un Complexe.
x=All;y=All

COMPARTDIST(x,y,distance)
Distance entre 2 molécules
Les moléculex ety sont situées dans des compartiments étant aistancel’'un de
l'autre.
distance= distant, neighbour, same

D
DEGRADATION(x,y,distance,status,effect)
(Dégradation)
L’ajout de la molecule a un effet sur la degradation yle
x=All;y=All

DISSOCIATION((n x)x:(ny)y,[x,y],status)
(Dissociation)
Le complexegny)x:(ny)y se dissocie en ses composargsy.
status= confirmed, invalidated, hypothesis
(nYx:(ny)y = Complex x=All ; y = All

DM2(x,y,effect)
(Puce a ADN entre 2 conditions
L'ajout de la molécul& induit un effet sur la transcription ge
effect: increase, decrease, noeffect
x=All; y=RNA

DNA(X)
(ADN)

La moléculex est un ADN.

EAX[(ny.Y),...].[(n22),...],effect)
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(Enzymatic Assay

On fait unEnzymatic Assapour savoir si la molécube catalyse ou pas, la réaction
enzymatique ayant pour substmat moléculesy et pour produitn, moléculesz
(attention les substrats et produits sont desshiste

effect= increase, noeffect

x = Protein, Complex, Ribozyme/= All ; z= All

ECO(x,[(ny.y).(nz2),...].(ny)y:(n;)z:...,distance,status, effect)
(Effet sur la Complexatign
La moléculex a un effet sur la Complexation dg moléculesy avecn, moléculesz
pour former le complex@y)y:(n,)z.
effect= increase, decrease, noeffect
status= confirmed, hypothesis, invalidated
distance= direct, unknown, indirect
x=All;y=All;z=All; (ny)y:(n)z= Complex

ELISA(y,a,effect)
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Agsay
Un testELISApermet de savoir si I'ajout de la molécyle un effet sur la quantité de
la molécule ciblée par I'anticoras
effect= increase, decrease, noeffect
y = All ; a = Antibody

ENHANCERBIND(X)
(Enhancer)
La moléculex est un enhancer.

EXCHANGE(X,(nx)x:(ny)y:(n2)z,((n)z,(nu)u))
(Echange)
La moléculex induit un échange de, moléculesz contren, moléculesu dans le
complexe(ny)x:(ny)y:(ny)z
x=All'; (nx:(ny)y:(n)z= Complex y=All; z=All ; u=All

FLUO(a,compartment,effect)
(ImmunoFluorescence)
Une molécule est visualisée dans un compartiroempartmengrace a un anticorps
spécifiquea.
compartment PlasmaMembrane, CytoplasmicVesicles, Cytoplasm,
effect= positive, negative
a = Antibody

FRET(y,z)
(Fluorescence Resonance Energy Transfer
Sl y a FRET, on met en évidence une Complexation entre la catdéy et la
moléculez sinon il n’y a pas de Complexation.
y = Protein, SmallMoleculez = Protein, SmallMolecule
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GENE(x)
(Geng
La moléculex est un géne.

GLYCOPROTEIN(X)
(Protéine glycosylée)
La moléculex est une protéine glycosylée.

GR(x,y,effect)
(Géne rapporteyr
Par géne rapporteur, on vérifie si I'ajout de ldéuaalex a un effet sur I'expression de
la protéiney.
effect= increase, decrease, noeffect
x=All ; y = Protein

GSTPULLDOWN(X,[y,.-.])
(Gluthatione-S-transferagaulldown)
On immobilise la molécul& qui porte une étiquette gluthathione transferaseuse
colonne de gluthation et on vérifie si d'autres écoledy,...] sont liées X.
x = Protein ;y = Protein, SmallMolecule

HYDROXYPROTEIN(X)
(Protéine hydroxylée)
La moléculex est une protéine hydroxylée.

I
ICELISA(y,a,i,effect)
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay en présenceanttilniteur)
L’ ELISAmontre I'effet que peut avoir un inhibiteusur I'action que la moléculga
sur la production d’'une molécule ciblée par I'antfsa.
effect= increase, decrease, noeffect
y = All ; a= Antibody ;i = Protein, Complex, SmallMolecule

ICPEA(X,[(ny,Y),...].[(n2,2),...].i,effect)
(Enzymatic Assay en présence d'un inhibiteur)
L’enzymatic assaynontre l'effet que peut avoir, un inhibiteur d’'une molécule
d’intérét, sur la réaction enzymatique catalyséexpayant pour substrat une liste de
molécules (iciny moléculesy) et pour produit une liste de molécules (igcimolécules
2).
effect= increase, decrease, noeffect
x = Protein, Complex, Ribozymey = All ; z = All ; i = Protein, Complex,
SmallMolecule

ICPPA(X,y,i,a,effect)

(Phosphorylation Assay en présence d’un inhibiteur)
Le phosphorylation assamontre I'effet que peut avoiy un inhibiteur d’'une molécule
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d’intérét, sur la phosphorylation de la protéyneur laquelle agit la molécube la
détection se fait par I'anticorgsciblant la forme phosphorylée ge

effect= increase, decrease, noeffect

x = All ; y = Protein ;a = Antibody ;i = Protein, Complex, SmallMolecule

ICPPRA(X,y,I,i,effect)
(Phosphorylation Radioactive Assay en présence idhibiteur)
Le phosphorylation radioactive assayontre I'effet que peut avoir un inhibiteusur
la phosphorylation de la protéigesur laquelle agit la molécuieen mesurant la forme
radioactiver de la forme phosphorylée ge
effect= increase, decrease, noeffect
x = All ; y = Protein y = PhosphoProteini = Protein, Complex, SmallMolecule

ICPANWB(x,a,i,effect)
(Western Blot en présence d’un inhibiteur)
Le western bloimontre I'effet que peut avoir un inhibiteur d’'une molécule d’intérét,
sur I'expression d’'une protéine sur laquelle agitrioléculex, la détection se fait par
I'anticorps para dirigé contre cette protéine.
effect= increase, decrease, noeffect
x=All ; a= Antibody ;i = Protein, Complex, SmallMolecule

ICRIA(Y,a,i,effect)
(RadiolmmunoAssay en présence d’un inhibiteur)
Le RIA montre I'effet que peut avoir i, un inhibiteur de molécule d’intérétsur
I'action que la moléculg a sur la production d’'une molécule ciblée parti@rpsa.
effect= increase, decrease, noeffect
x = All ; a= Antibody ;i = Protein, Complex, SmallMolecule

IHC(a,compartment,effect)
(ImmunoHistoChemistry)
Une molécule est localisée dans un compartingentpartmenggrace a un anticorps
spécifiquea.
compartment PlasmaMembrane, CytoplasmicVesicles, Cytoplasm,
effect= positive, negative
a = Antibody

INHIBITOR(i,z)
(Inhibiteur)
La moléculd est un inhibiteur de la molécute
z=All; i = Protein, Complex, SmallMolecule

ION(X)
(lon)
La moléculex est un ion.

IP([X,y,...],increase)
(Immunoprécipitation)
L'immunoprécipitation d’'une protéineentraine la coimmunoprécipitation d’'une liste
de protéiney,...
x = Protein y = All
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IPD(z,[X,y,...],effect)
(Immunoprécipitation avec ajout d’'une molécule)
La molécule z a un effet sur l'immunoprécipitation de entrainant la
coimmunoprécipitation dg
effect= increase, decrease, noeffect
z=All; x= Protein jy = All

IRTPCR(X,y,i,effect)
(Reverse Transcription Polymerase Chain Reactioprésence d’un inhibiteur)
La RT-PCRmontre l'effet que peut avoir un inhibiteur d’'une molécule d’intérét, sur
I'action que la molécul& a sur I'expression de I'ARNM.
effect= increase, decrease, noeffect
x=All'; y=RNA ;i = Protein, Complex, SmallMolecule

LOCALIZATION(x,compartment)
(Localisation)
La moléculex est localisée dans le compartimeampartment
compartment PlasmaMembrane, CytoplasmicVesicles, Cytoplasm,
x = All

M
METHYLPROTEIN(X)
(Protéine méthylée)
La moléculex est une protéine méthylée.

MODIFIEDFORM(d,z)
(Forme modifiée)
La moléculd est la forme modifiée de la molécule
d=All; z=All

MODIFIEDPROTEIN(x)
(Protéine modifiée)
La moléculex est une protéine modifiée.

MODIFY(x,z,d,distance,status,effect)
(Modification)
La moléculex a un effet sur la modification de la molécalend.
effect= increase, decrease, noeffect
status= confirmed, invalidated, hypothesis
distance= direct, indirect, unknown
x=All;d=All; z=All

MRNA(X)

(ARN messager)
La moléculex est un ARN messager.
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MIRNA(X)
(micro ARN)
La moléculex est un micro ARN.

MUTANT(X)

(Mutant)

La moléculex est un mutant.
MYRISTOYLPROTEIN(x)

(Protéine myristoylée)

La moléculex est une protéine myristoylée.

NB(x,y,effect)
(Northern Blot)
ParNB, on vérifie si I'ajout de la moléculeinduit un effet sur I'expression de 'ARN
y.
effect= increase, decrease, noeffect
x=All; y=RNA

NOCODINGGENE(x)
(Géne non codant)
La moléculex est un gene non codant.

NOLOCALIZATION(x,compartment)
(Non Localisation)
La moléculex n’est pas localisée dans le compartin@mpartment
compartment PlasmaMembrane, CytoplasmicVesicles, Cytoplasm,
x=All

NOTMODIFIED(x)
(Non modifiable)
La moléculex n’est pas modifiable.

PA(X,y,a,effect)
(Phosphorylation Assay)
ParPA, on vérifie si I'ajout de la molécubeinduit un effet sur la phosphorylation de
la protéiney qui est suivie grace a lI'anticorpgdirigé contre la forme phosphorylée de
y.
effect= increase, decrease, noeffect
x = All ; y = Protein ;a = Antibody

PALMITOYLPROTEIN(X)

(Protéine palmitoylée)

La moléculex est une protéine palmitoylée.
PANANTIBODY (a,x)

(Anticorps Pan)
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a est un anticorps pan protéirgc’est-a-dire qu’il reconnait la forme sauvagexde
mais aussi ses formes modifiées.
a = Antibody ;x = Protein

PANWB(x,a,effect)
(Western Blot avec l'utilisation un anticorps pan)
Par WB, on vérifie si I'ajout de la molécubeinduit un effet sur 'expression d’'une
protéine suivie grace a I'anticorps pafa ciblant.
effect= increase, decrease, noeffect
x = All ; a = Antibody

PHOSPHOFORM(b,y,pos)
(Forme phosphorylée)
b est la forme phosphorylée de la protéirela positiorpos
y = Protein ;b = PhosphoProtein

PHOSPHOPROTEIN(x)
(Protéine phosphorylée)
La moléculex est une protéine phosphorylée.

PHOSPHORYLATE(X,y,b,distance,status,effect)
(Phosphorylation)
La moléculex a un effet sur la phosphorylation de la proté&neour donner la
protéine phosphorylée
effect= increase, decrease, noeffect
status= confirmed, invalidated, hypothesis
distance= direct, indirect, unknown
x = All ; y = Protein o = PhosphoProtein

PPM(x,y,r,effect)
(PhosphoPeptide Mapping)
ParPPM, on vérifie si I'ajout de la molécubeinduit un effet sur la phosphorylation
de la protéing/ qui est suivie grace a la forme radioactivie la forme phosphorylée
dey.
effect= increase, decrease, noeffect
x = All ; y = Protein y = PhosphoProtein

PRA(x,y,r,effect)
(Phosphorylation Radioactive Assay)
ParPRA on vérifie si 'ajout de la molécubeinduit un effet sur la phosphorylation de
la protéiney qui est suivie grace a la forme radioactivie la forme phosphorylée de
y.

effect= increase, decrease, noeffect

x = All ; y = Protein y = PhosphoProtein

PRENYLPROTEIN(X)
(Protéine prénylée)
La moléculex est une protéine prénylée.

PROTONYLPROTEIN(x)
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(Protéine protonée)
La moléculex est une protéine protonée.

R
RADIOLABELLEDFORM(r,b)
(Forme radioactive)
La moléculea est la forme radioactive de la moléchle
r=AIl;x=All

REGDNA(X)
(Région d’ADN regulatrice)
La moléculex est une région d’ADN régulatrice.

RELATIONINHIBITOR(i,Relation)
(Inhibiteur de relation)
La moléculd est un inhibiteur de relation par exemple trapsicm ou traduction.
Relation= TRANSCRIPTION, TRANSLATION, PHOSPHORYLATE ...
i = Protein, Complex, SmallMolecule

RIA(y,a,effect)
(RadiolmmunoAssay)
Par RIA, on vérifie si I'ajout de la molécutea un effet sur la quantité de la molécule
ciblée par I'anticorps.
effect= increase, decrease, noeffect
y = All ; a= Antibody

RIBOZYME(X)
(Ribozyme)
La moléculex est un ribozyme.

RIPANWB(x,a,i,effect)
(Western Blot en présence d’un inhibiteur de relatio
Le western blomontre 'effet que peut avoir un inhibiteur deatedn (transcription ou
traduction)i sur I'expression d’'une protéine sur laquelle #inoléculex en suivant
I'anticorps pare dirigé contre cette protéine.
effect= increase, decrease, noeffect
x = All ; a= Antibody ;i = Protein, Complex, SmallMolecule

RL(r,compartment,effect)
(RadioLocalisation)
ParRL, une molécule est localisée ou pas dans un commggttcompartmengrace a
sa forme radioactive
compartment PlasmaMembrane, CytoplasmicVesicles, Cytoplasm,
effect= positive, negative
r = Protein, Complex, SmallMolecule

RNA(X)

(ARN)
La moléculex est un ARN.
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RRNA(X)
(ARN ribosomal)
La moléculex est un ARN ribosomal.

RTPCR(X,y,effect)
(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)
ParRT-PCR on vérifie si I'ajout de la moléculeinduit un effet sur I'expression de
'ARN .
effect= increase, decrease, noeffect
x=All; y=RNA

S
SCPPA(x,y,s,a,effect)
(Phosphorylation Assay en présence d’'un siRNA)
Le phosphorylation assaymontre l'effet que peut avoir un SiRNA sur la
phosphorylation de la protéinesur laquelle agit la molécube suivi a I'aide d’'un
anticorpsa de la forme phosphorylée gie
effect= increase, decrease, noeffect
x = All ; y = Protein ;a = Antibody ;s = siRNA

SILENCERBIND(x)
(Site de fixation de silencers)
La moléculex est un site de fixation dslencers

SIMPLEMOLECULE(X)
(Molécule simple)
La moléculeb est une molécule simple.

SIRNA(X)
(SiARN)
La moléculex est un siARN.

SIRNAAGAINST(s,2)
(siRNA)
s est un siRNA bloquant I'expression de la proté&ne
z = Protein s = siRNA

SMALLMOLECULE(X)
(Petite molécule)
La moléculex est une petite molécule.

SRNA(X)
(small ARN)
La moléculex est un petit ARN.

SULFATYLPROTEIN(x)

(Protéine sulfatée)
La moléculex est une protéine sulfatée.
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TATABOX(X)
(Boite TATA)
La moléculex est une boite TATA.

TCE(x,z,y,distance,status,effect)
(Effet sur la transcription)
La moléculex a un effet sur la transcription du gemen ARNYy.
effect= increase, decrease, noeffect
status= confirmed, invalidated, hypothesis
distance= direct, indirect, unknown
x=All; z=Gene y = RNA

TFBINDING(x)
(Site de fixation de facteurs de transcription)
La moléculex est un site de fixation de facteurs de transanipti

TLE(x,w,y,distance,status,effect)
(Effet sur la traduction)
La moléculex a un effet sur la traduction de 'ARNwen protéingy.
effect= increase, decrease, noeffect
status= confirmed, invalidated, hypothesis
distance= direct, indirect, unknown
x=All'; w=mRNA ;y = Protein

TRANSCRIPTION(z,y)
(Transcription)
Le genez est transcrit en ARN.
z= CodingGeney = mRNA

TRANSLATION(w,y)
(Traduction)
L’ARNmM w est traduit en protéine
w = mRNA ;y = Protein

TRNA(X)
(ARN de transfert)
La moléculex est un ARN de transfert.

UBIQUITYLPROTEIN(x)
(Protéine ubiquitinée)
La moléculex est une protéine ubiquitinée.

245



Annexe 4 : Liste des regles

Les noms attribués aux différentes régles repréaenhiquement le prédicat principal utilisé.

Acetylation Assay

« IF AA(x,y,a,e) AND ANTIBODYAGAINST(a,0) AND ACETYLFORM(b,y,pos)
THEN ACETYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,e)

Binding Domain PullDown
* IF BDPULLDOWN(X,[y,...]) THEN CO([(?,X),(?,y),..4?)x:(?)y:...,confirmed)

Enzymatic assay

e IF EAX,[(ny,Y),...1],[(nz,2),...2],effect) THEN
CATALYZE(x,[(ny.Y),...1],[(n;,2),...2],direct,confirmed,effect)

Enzymatic assay en présence d’'un antagoniste

e IF CATALYZE(x,[(ny,Y),...1].[(n,2),...2],direct,confirmed,increase) AND
ACPEA(X,[(n,Y),...1],[(n.,2),...2],i,decrease) AND ANTAGONIST(i,w) AND
MODIFIEDFORM(x,c) THEN MODIFY (w,c,x,unknown,confired,increase) AND
CATALYZE(c,[(ny,Y),...1],[(n.,2),...2],direct,confirmed,noeffect)

Enzymatic assay en présence d’un inhibiteur

e IF CATALYZE(x,[(ny,Y),...1].[(n;,2),...2],direct,confirmed,increase) AND
ICPEA(x,[(n,Y),...1],[(n,2),...2].i,decrease) AND INHIBITOR(i,w) AND
MODIFIEDFORM(x,c) THEN MODIFY (w,c,x,unknown,confired,increase) AND
CATALYZE(c,[(ny,Y),...1],[(n.,2),...2],direct,confirmed,noeffect)

ELISA

* IF ELISA(y,a,e) AND ANTIBODYAGAINST(a,x) AND MODIFEDFORM(x,I)
THEN MODIFY (y,l,x,unknown,hypothesis,e)

ELISA en présence d'un inhibiteur

* IF MODIFY(y,l,x,unknown,hypothesis,increase) ANDHCISA(y,a,i,decrease) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,zZ) AND MODIFIEDFORM(y,c)
AND MODIFIEDFORM(z,d) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,hygthesis,increase)

AND MODIFY (y,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY(z,c,y,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY(d,l,x,unknown,hypothesis,noeffect) AND

MODIFY(c,l,x,unknown,hypothesis,noeffect)

* IF MODIFY(y,l,x,unknown,confirmed,increase) AND ICEA(y,a,i,decrease) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND MODIFIEDFORM(y,c)
AND MODIFIEDFORM(z,d) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,cditmed,increase)
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FRET

AND MODIFY (y,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY (z,c,y,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY(d,l,x,unknown,hypothesis,noeffect) AND
MODIFY(c,l,x,unknown,hypothesis,noeffect)

IF MODIFY (y,l,x,unknown,hypothesis,increase) ANDHCISA(y,a,i,decrease) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND NOTMODIFIED(y) AND
MODIFIEDFORM(z,d) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,hypotkgs,increase) AND
MODIFY (y,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY(d,l,x,unknown,hypothesis,noeffect)

IF MODIFY(y,l,x,unknown,confirmed,increase) AND ICEA(y,a,i,decrease) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND NOTMODIFIED(y) AND
MODIFIEDFORM(z,d) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,confired,increase) AND
MODIFY (y,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY(d,l,x,unknown,hypothesis,noeffect)

IF MODIFY (y,l,x,unknown,hypothesis,increase) ANDHCISA(y,a,i,noeffect) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) THEN
MODIFY (z,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

IF MODIFY (y,l,x,unknown,hypothesis,increase) ANDHCISA(y,a,i,increase) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND MODIFIEDFORM(n,y)
AND MODIFIEDFORM(m,z) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,hyghesis,decrease)

AND MODIFY(z,y,n,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY(y,z,m,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY (n,l,x,unknown,confirmed,noeffect) AND

MODIFY (m,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

IF MODIFY (y,l,x,unknown,confirmed,increase) AND ICEA(y,a,i,increase) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND MODIFIEDFORM(n,y)
AND MODIFIEDFORM(m,z) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,cdimmed,decrease)

AND MODIFY(z,y,n,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY(y,z,m,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY (n,l,x,unknown,confirmed,noeffect) AND

MODIFY(m,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

IF MODIFY (y,l,x,unknown,hypothesis,increase) ANDHCISA(y,a,i,increase) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND MODIFIEDFORM(m,z)
AND NOTMODIFIED(y) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,hypotbsis,decrease) AND
MODIFY (y,z,m,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY(m,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

IF MODIFY (y,l,x,unknown,confirmed,increase) AND ICESA(y,a,i,increase) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND MODIFIEDFORM(m,z)
AND NOTMODIFIED(y) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,confimed,decrease) AND
MODIFY (y,z,m,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY(m,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

IF FRET(y,z) THEN CO([(?,y),(?,2)],(?)y:(?)z,confied)

GST-PullDown

IF GSTPULLDOWN(X,[Y,...]) THEN CO([(?,x),(?,y),..(?)X:(?)y:...,confirmed)
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ImmunoFluorescence

IF  FLUO(a,compartment,positive) AND ANTIBODYAGAINS&,x) THEN
LOCALIZATION(x,compartment)

IF  FLUO(a,compartment,negative) AND ANTIBODYAGAIN&,x) THEN
NOLOCALIZATION(x,compartment)

IF FLUO(a,compartment,positive) AND PANANTIBODY(g,x THEN
LOCALIZATION(x,compartment)

IF FLUO(a,compartment,negative) = AND PANANTIBODY(®,x THEN
NOLOCALIZATION(x,compartment)

ImmunoHistoChimie

IF  IHC(a,compartment,positive) AND ANTIBODYAGAINS&(x) THEN
LOCALIZATION(x,compartment)
IF  IHC(a,compartment,negative) AND ANTIBODYAGAINST) THEN
NOLOCALIZATION(x,compartment)

Immunoprécipitation

IF IP([X,Y,...],increase) AND THEN CO([(?,X),(?,¥)],(?)x:(?)y:...,confirmed)

IF IPD(z,[X,Y,...],increase) THEN
ECO(z,[(?,X),(?,y),...],(?)x:(?)y:.,unknown,confirmed,increase) AND
CO([(?,%),(?,y),-.-1,(?)x:(?)y:.,confirmed)

IF IPD(z,[X,Y,...],decrease) THEN
ECO(z,[(?,x),(?,y),...],(?)x:(?)y:.,unknown,confirmed,decrease)

IF IPD(z,[X,Y,...],noeffect) THEN

ECO(z,[(?,x),(?,y),...],(?)x:(?)y:.,unknown,confirmed,noeffect)

Phosphorylation Assay

IF PA(x,y,a,e) AND ANTIBODYAGAINST(a,b) AND PHOSPHBDRM(b,y,pos)
THEN PHOSPHORYLATE(x,y,b,unknown,confirmed,e)

Phosphorylation Assay en présence d’un inhibiteur

IF PHOSPHORYLATE(x,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
ICPPA(X,y,i,a,decrease) AND INHIBITOR(i,z) AND ANBODYAGAINST(a,b)
AND MODIFIEDFORM(z,d) AND MODIFIEDFORM(x,c) THEN

PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY (z,c,x,unknown,hypothesis,increase) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect) AND
PHOSPHORYLATE(c,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,increase) AND

ICPPA(X,y,i,a,decrease) AND INHIBITOR(i,z) AND ANBODYAGAINST(a,b)
AND MODIFIEDFORM(z,d) AND NOTMODIFIED(x) THEN
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

248



IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
ICPPA(X,y,i,a,noeffect) AND INHIBITOR(i,z) AND ANTBODYAGAINST(a,b)
THEN PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,noefject

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
ICPPA(X,y,i,a,increase) AND INHIBITOR(i,zZ) AND ANBODYAGAINST(a,b)
AND MODIFIEDFORM(z,d) AND MODIFIEDFORM(x,c) THEN

PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,decrease) AND
MODIFY(x,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
MODIFY (z,c,x,unknown,hypothesis,decrease) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect) AND

PHOSPHORYLATE(c,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(x,y,b,unknown,confirmed,increase) AND

ICPPA(x,y,i,a,increase) AND INHIBITOR(i,z) AND ANBODYAGAINST(a,b)
AND MODIFIEDFORM(z,d) AND NOTMODIFIED(X) THEN

PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,decrease) AND
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,decrease) AND

ICPPA(X,y,i,aincrease) AND INHIBITOR(i,z) AND ANBODYAGAINST(a,b)
AND  MODIFIEDFORM(x,c) = AND  MODIFIEDFORM(z,d)  THEN

PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,decrease) AND
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY (z,c,x,unknown,hypothesis,increase) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect) AND
PHOSPHORYLATE(c,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(x,y,b,unknown,confirmed,decrease) AND

ICPPA(x,y,i,a,increase) AND INHIBITOR(i,z) AND ANBODYAGAINST(a,b)
AND NOTMODIFIED(X) AND MODIFIEDFORM(z,d) THEN

PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,decrease) AND
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,decrease) AND

ICPPA(X,y,i,a,noeffect)y AND INHIBITOR(i,z) AND ANTBODYAGAINST(a,b)
THEN PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,noefject

IF PHOSPHORYLATE(x,y,b,unknown,confirmed,decrease) AND
ICPPA(X,y,i,a,decrease) AND INHIBITOR(i,z) AND ANBODYAGAINST(a,b)
AND MODIFIEDFORM(x,c) AND MODIFIEDFORM(z,d) THEN

PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
MODIFY (z,c,x,unknown,hypothesis,decrease) AND
MODIFY(x,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
PHOSPHORYLATE(c,y,b,unknown,confirmed,noeffect) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,decrease) AND

ICPPA(X,y,i,a,decrease) AND INHIBITOR(i,z) AND ANBODYAGAINST(a,b)
AND NOTMODIFIED(x) AND MODIFIEDFORM(z,d) THEN
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
MODIFY(x,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect)
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Phosphorylation Assay en présence d’'un antagoniste

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
ACPPA(x,y,i,a,decrease) AND ANTAGONIST(i,z) AND
ANTIBODYAGAINST(a,b) AND MODIFIEDFORM(X,c) AND
MODIFIEDFORM(z,d) THEN
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY (z,c,x,unknown,hypothesis,increase) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,hypothesis,noeffect) AN
PHOSPHORYLATE(c,y,b,unknown,hypothesis,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
ACPPA(x,y,i,a,decrease) AND ANTAGONIST(i,z) AND
ANTIBODYAGAINST(a,b) AND NOTMODIFIED(x) AND MODIFIEDFORM(z,d)
THEN PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,increase AND
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND

PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,hypothesis,noeffect)

Phosphorylation Assay en présence d'un siRNA

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
SCPPA(x,y,s,a,decrease) AND SIRNAAGAINST(s,z) AND
ANTIBODYAGAINST(a,b) AND MODIFIEDFORM(z,d) AND
MODIFIEDFORM(x,c) THEN
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,hypothesis,increase) DAN
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY (z,c,x,unknown,hypothesis,increase) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,hypothesis,noeffect) AN
PHOSPHORYLATE(c,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(x,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
SCPPA(x,y,s,a,decrease) AND SIRNAAGAINST(s,z) AND
ANTIBODYAGAINST(a,b) AND MODIFIEDFORM(z,d) AND NOTMDDIFIED(x)
THEN PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,hypothesis,incedas AND
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,hypothesis,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
SCPPA(X,y,s,a,increase) AND SIRNAAGAINST(s,2) AND
ANTIBODYAGAINST(a,b) AND MODIFIEDFORM(z,d) AND
MODIFIEDFORM(x,c) THEN
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,hypothesis,decrease) DAN
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
MODIFY(z,c,x,unknown,hypothesis,decrease) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,hypothesis,noeffect) AN
PHOSPHORYLATE(c,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
SCPPA(X,y,s,a,increase) AND SIRNAAGAINST(s,2) AND
ANTIBODYAGAINST(a,b) AND MODIFIEDFORM(z,d) AND NOTMDDIFIED(x)
THEN PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,hypothesis,dece¢as AND
MODIFY(x,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND

PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,hypothesis,noeffect)
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IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
SCPPA(X,y,s,a,noeffect) AND SIRNAAGAINST(s,2) AND
ANTIBODYAGAINST(a,b) THEN
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

Phosphorylation Radioactive Assay

IF PRA(X,y,r,e) AND RADIOLABELLEDFORM(r,b) AND
PHOSPHOFORM(b,y,pos) THEN PHOSPHORYLATE(x,y,b,unkngconfirmed,e)

Phosphorylation Radioactive Assay en présence dhimibiteur

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
ICPPRA(X,Y,i,r,decrease) AND INHIBITOR(i,z) AND
RADIOLABELLEDFORM(r,b) AND MODIFIEDFORM(z,d) AND
MODIFIEDFORM(x,c) THEN
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY (z,c,x,unknown,hypothesis,increase) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect) AND
PHOSPHORYLATE(c,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
ICPPRA(X,Y,i,r,decrease) AND INHIBITOR(i,z) AND

RADIOLABELLEDFORM(r,b) AND MODIFIEDFORM(z,d) AND
NOTMODIFIED(xX) THEN PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,ciimrmed,increase)

AND MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(x,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
ICPPRA(X,Y,i,r,noeffect) AND INHIBITOR(i,z) AND
RADIOLABELLEDFORM(r,b) THEN
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
ICPPRA(X,Y,i,rincrease) AND INHIBITOR(i,z) AND
RADIOLABELLEDFORM(r,b) AND MODIFIEDFORM(z,d) AND
MODIFIEDFORM(x,c) THEN
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,decrease) AND
MODIFY(x,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
MODIFY (z,c,x,unknown,hypothesis,decrease) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect) AND
PHOSPHORYLATE(c,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(x,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
ICPPRA(X,Y,i,rincrease) AND INHIBITOR(i,z) AND

RADIOLABELLEDFORM(r,b) AND MODIFIEDFORM(z,d) AND
NOTMODIFIED(x) THEN PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,climrmed,decrease)

AND MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,decrease) AND
ICPPRA(X,Y,i,rincrease) AND INHIBITOR(i,z) AND
RADIOLABELLEDFORM(r,b) AND MODIFIEDFORM(x,c) AND
MODIFIEDFORM(z,d) THEN
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PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,decrease)

MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase)

MODIFY (z,c,x,unknown,hypothesis,increase)
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect)
PHOSPHORYLATE(c,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,decrease)
ICPPRA(X,y,i,rincrease) AND INHIBITOR(i,z)
RADIOLABELLEDFORM(r,b) AND NOTMODIFIED(x)
MODIFIEDFORM(z,d)
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,decrease)

MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase)
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,decrease)
ICPPRA(X,Y,i,r,noeffect) AND INHIBITOR(i,z)
RADIOLABELLEDFORM(r,b)
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,decrease)
ICPPRA(X,Y,i,r,decrease) AND INHIBITOR(i,z)
RADIOLABELLEDFORM(r,b) AND MODIFIEDFORM(x,c)
MODIFIEDFORM(z,d)
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,increase)

MODIFY (z,c,x,unknown,hypothesis,decrease)
MODIFY(x,d,z,unknown,hypothesis,decrease)
PHOSPHORYLATE(c,y,b,unknown,confirmed,noeffect)
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,decrease)
ICPPRA(X,Y,i,r,decrease) AND INHIBITOR(i,z)
RADIOLABELLEDFORM(r,b) AND NOTMODIFIED(x)
MODIFIEDFORM(z,d)
PHOSPHORYLATE(z,y,b,unknown,confirmed,increase)
MODIFY(x,d,z,unknown,hypothesis,decrease)
PHOSPHORYLATE(d,y,b,unknown,confirmed,noeffect)

RadiolmmunoAssay

AND
AND
AND
AND

AND
AND
AND
THEN
AND
AND

AND
AND
THEN

AND
AND
AND

THEN
AND
AND
AND
AND

AND
AND
AND
THEN
AND
AND

IF RIA(Y,a,e) AND ANTIBODYAGAINST(a,x) AND MODIFIECFORM(x,l) THEN

MODIFY (y,l,x,unknown,hypothesis,e)

RadiolmmunoAssay en présence d’un inhibiteur

IF MODIFY(y,l,x,unknown,hypothesis,increase) AND R@A\(y,a,i,decrease) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND MODIFIEDFORM(y,c)
AND MODIFIEDFORM(z,d) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,hygthesis,increase)

AND MODIFY (y,d,z,unknown,hypothesis,increase)
MODIFY (z,c,y,unknown,hypothesis,increase)
MODIFY(d,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

MODIFY (c,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

AND
AND
AND

IF MODIFY(y,l,x,unknown,confirmed,increase) AND II&y,a,i,decrease) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,zZ) AND MODIFIEDFORM(y,c)
AND MODIFIEDFORM(z,d) THEN MODIFY(z,lx,unknown,cdimmed,increase)
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AND MODIFY (y,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY (z,c,y,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY(d,l,x,unknown,confirmed,noeffect) AND
MODIFY (c,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

e IF MODIFY(y,l,x,unknown,hypothesis,increase) AND RG\(y,a,i,decrease) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND NOTMODIFIED(y) AND
MODIFIEDFORM(z,d) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,hypotkgs,increase) AND
MODIFY (y,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY(d,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

e IF MODIFY(y,l,x,unknown,confirmed,increase) AND ITRYy,a,i,decrease) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND NOTMODIFIED(y) AND
MODIFIEDFORM(z,d) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,confired,increase) AND
MODIFY (y,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY(d,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

e IF MODIFY(y,l,x,unknown,hypothesis,increase) AND R@\(y,a,i,noeffect) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) THEN
MODIFY (z,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

e IF MODIFY(y,l,x,unknown,hypothesis,increase) AND ROA(y,a,i,increase) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND MODIFIEDFORM(y,c)
AND MODIFIEDFORM(z,d) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,hyghesis,decrease)

AND MODIFY (z,c,y,unknown,hypothesis,decrease) AND
MODIFY(y,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
MODIFY (c,l,x,unknown,confirmed,noeffect) AND

MODIFY(d,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

* IF MODIFY(y,l,x,unknown,confirmed,increase) AND ITA&Y,a,i,increase) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND MODIFIEDFORM(y,c)
AND MODIFIEDFORM(z,d) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,cdmmed,decrease)

AND MODIFY (z,c,y,unknown,hypothesis,decrease) AND
MODIFY(y,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
MODIFY (c,l,x,unknown,confirmed,noeffect) AND

MODIFY(d,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

* IF MODIFY(y,l,x,unknown,hypothesis,increase) AND ROA\(y,a,i,increase) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND NOTMODIFIED(y) AND
MODIFIEDFORM(z,d) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,hypotkes,decrease) AND
MODIFY(y,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
MODIFY(d,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

 IF MODIFY(y,l,x,unknown,confirmed,increase) AND IT&RYy,a,i,increase) AND
ANTIBODYAGAINST(a,x) AND INHIBITOR(i,z) AND NOTMODIFIED(y) AND
MODIFIEDFORM(z,d) THEN MODIFY(z,l,x,unknown,confired,decrease) AND
MODIFY(y,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
MODIFY(d,l,x,unknown,confirmed,noeffect)

REASONING

+ IF PHOSPHOFORM(b,y,pos) THEN MODIFIEDFORM(b,y)

« IF MODIFIEDFORM(x,y) THEN MODIFIEDFORM(Y,X)

« IF ACETYLFORM(b,y,pos) THEN MODIFIEDFORM(b,y)

« IF SIRNAAGAINST(s,x) AND MODIFIEDFORM(y,x) THEN
SIRNAAGAINST(S,Y)
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* |IF PANANTIBODY(a,x) THEN ANTIBODYAGAINST(a,x)

* |IF PANANTIBODY(a,x) AND MODIFIEDFORM(c,x) THEN PANATIBODY(a,c)

 IF CO([(?,X),(?,y),...],(?)x:(?)y:.,confirmed) THEN COMPLEX((?)x:(?)y:...)

* |IF MODIFY(y,l,x,d,confirmed,e) THEN MODIFIEDFORM()

« IF  PHOSPHORYLATE(x,y,b,d,confirmed,e) AND AGONISTg& THEN
PHOSPHORYLATE(z,y,b,d,confirmed,e)

* |IF MODIFY(x,y,b,d,s,e) AND AGONIST(x,z) THEN MODIF{,y,b,d,s,e)

« IF PHOSPHORYLATE(x,y,b,d,confirmed,e) AND ANALOGUEg) THEN
PHOSPHORYLATE(z,y,b,d,confirmed,e)

« IF MODIFY(x,y,b,d,s,e) AND ANALOGUE(x,z) THEN MODI¥(z,y,b,d,s,e)

« IF LOCALIZATION(y,cytosol) AND NOLOCALIZATION(y,extracellular) AND
NOLOCALIZATION(y,plasmamembrane) AND LOCALIZATION@extracellular)
AND NOLOCALIZATION(x,plasmamembrane) AND
NOLOCALIZATION(x,cytosol) THEN COMPARTDIST(x,y,disnt)

* |IF LOCALIZATION(y,nucleus) AND NOLOCALIZATION(y,cybsol) AND

NOLOCALIZATION(y,extracellular) AND
NOLOCALIZATION(y,plasmamembrane) AND LOCALIZATION@extracellular)
AND NOLOCALIZATION(x,plasmamembrane) AND
NOLOCALIZATION(x,cytosol) AND NOLOCALIZATION(x,nuckus) THEN
COMPARTDIST(x,y,distant)

e IF PHOSPHORYLATE(x,y,b,unknown,confirmed,increase) AND
PHOSPHORYLATE(b,z,d,unknown,confirmed,increase) ™HE
PHOSPHORYLATE(x,z,d,indirect,confirmed,increase)

e IF PHOSPHORYLATE(X,y,b,unknown,confirmed,e) AND

COMPARTDIST(x,y,distant) THEN PHOSPHORYLATE(X,y,bdirect,confirmed,e)
AND PHOSPHORYLATE(x,z,d,direct,invalidated,increpse

e IF MODIFY(x,y,b,unknown,hypothesis,e) AND COMPART®I(x,y,distant) THEN
MODIFY(x,y,b,indirect,hypothesis,e)

e IF COMPLEX((nx)x:(ny)y:(nz)z:...) AND
EXCHANGE(x,(nx)x:(ny)y:(nz)z:...,(nz,z),(na,a)) THE
COMPLEX((nx)x:(ny)y:(na)a:...)

e IF MODIFY (x,z,y,unknown,confirmed,increase) AND
CATALYZE(e,[(nz,z),...1],[(ny,y),...2],direct,confirmethcrease) AND
MODIFIEDFORM(e,c) THEN MODIFY(x,c,e,unknown,hypotis,increase) AND
CATALYZE(c,[(nz,z),...1],[(ny,y),...2],direct,hypothesinoeffect) AND
MODIFY(x,z,y,indirect,hypothesis,increase)

e IF CATALYZE(x,[(ny,y)].[(nz,z)],direct,confirmed,iorease) AND
PHOSPHOFORM(z,y,po0Ss) THEN

PHOSPHORYLATE(x,y,z,direct,confirmed,increase)
* IF MODIFY(x,y,z,d,s,increase) THEN MODIFY(x,z,y,djecrease)
* |IF MODIFY(x,y,z,d,s,noeffect) THEN MODIFY(x,z,y,drsoeffect)
 |IF MODIFY(x,y,z,d,s,decrease) THEN MODIFY(x,z,y,dn&rease)
 IF PHOSPHORYLATE(x,y,z,d,s,e) THEN MODIFY(X,y,z,cE3

Reverse-Transcriptase Polymerase Chain Reaction

. IF RTPCR(x,y,e) AND TRANSCRIPTION(z,y) THEN
TCE(x,z,y,unknown,confirmed,e)
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Reverse-Transcriptase Polymerase Chain Reactiompa¥sence d’un inhibiteur

IF  TCE(X,z,y,unknown,confirmed,increase) AND IRTPE&f,i,decrease) AND
INHIBITOR(i,p) AND MODIFIEDFORM(x,c) AND MODIFIEDFQRM(p,d) THEN

TCE(p,z,y,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY (x,d,p,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY (p,c,x,unknown,hypothesis,increase) AND
TCE(d,z,y,unknown,confirmed,noeffect) AND

TCE(c,z,y,unknown,confirmed,noeffect)

IF  TCE(X,z,y,unknown,confirmed,increase) AND IRTPE&,i,decrease) AND
INHIBITOR(i,p) AND NOTMODIFIED(x) AND MODIFIEDFORM({,d) THEN
TCE(p,z,y,unknown,confirmed,increase) AND
MODIFY (x,d,p,unknown,hypothesis,increase) AND
TCE(d,z,y,unknown,confirmed,noeffect)

IF  TCE(x,z,y,unknown,confirmed,increase) AND IRTPER,i,increase) AND
INHIBITOR(i,p) AND MODIFIEDFORM(x,c) AND MODIFIEDFQRM(p,d) THEN

TCE(p,z,y,unknown,confirmed,decrease) AND
MODIFY (p,x,c,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY (x,p,d,unknown,hypothesis,increase) AND
TCE(c,z,y,unknown,confirmed,noeffect) AND

TCE(d,z,y,unknown,confirmed,noeffect)

IF  TCE(x,z,y,unknown,confirmed,increase) AND IRTPER,i,increase) AND
INHIBITOR(i,p) AND NOTMODIFIED(x) AND MODIFIEDFORM({,d) THEN
TCE(p,z,y,unknown,confirmed,decrease) AND
MODIFY (x,p,d,unknown,hypothesis,increase) AND
TCE(d,z,y,unknown,confirmed,noeffect)

IF  TCE(x,z,y,unknown,confirmed,increase) AND IRTPER,i,noeffect) AND
INHIBITOR(i,p) THEN TCE(p,z,y,unknown,confirmed, nibect)

Structure cristalline tridimensionnelle

IF 3D([(nx,Xx),(ny,y)]) THEN CO([(nx,X),(ny,y),...{nx)x:(ny)y:...,confirmed)

Western Blot avec utilisation d’un anticorps Pan

IF PANWB(x,a,e) AND TRANSCRIPTION(z,w) AND TRANSLAIDN(w,y) AND
PANANTIBODY (a,y) THEN TCE(X,z,w,unknown,hypothess$,

IF PANWB(x,a,e) AND TRANSLATION(w,y) AND PANANTIBOLY(a,y) THEN
TLE(x,w,y,unknown,hypothesis,e)

IF PANWB(x,a,e) AND TRANSLATION(w,y) AND PANANTIBODY(a,y) THEN
DEGRADATION(x,w,unknown,hypothesis,e)

IF PANWB(x,a,e) AND TRANSLATION(w,y) AND PANANTIBODY(a,y) THEN
DEGRADATION(x,y,unknown,hypothesis,e)

Western Blot avec utilisation d'un anticorps Pan gmésence d’un inhibiteur

IF TCE(x,v,w,unknown,hypothesis,increase) AND ICPAB(x,a,i,decrease) AND
INHIBITOR(i,z) AND PANANTIBODY(a,y) AND MODIFIEDFORM(x,c) AND
MODIFIEDFORM(z,d) AND TRANSLATION(w,y) THEN
TCE(z,v,w,unknown,hypothesis,increase) AND
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MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY (z,c,x,unknown,hypothesis,increase) AND
TCE(d,v,w,unknown,confirmed,noeffect) AND
TCE(c,v,w,unknown,confirmed,noeffect)

IF TLE(X,w,y,unknown,hypothesis,increase) AND ICPWB(x,a,i,decrease) AND
INHIBITOR(i,zZ) AND PANANTIBODY(a,y) AND MODIFIEDFORM(x,c) AND
MODIFIEDFORM(z,d) THEN TLE(z,w,y,unknown,hypothegicrease) AND

MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY (z,c,x,unknown,hypothesis,increase) AND
TLE(d,w,y,unknown,confirmed,noeffect) AND

TLE(c,w,y,unknown,confirmed,noeffect)
IF TCE(x,v,w,unknown,hypothesis,increase) AND ICPABE(x,a,i,decrease) AND
INHIBITOR(i,z) AND PANANTIBODY(a,y) AND NOTMODIFIED(x) AND

MODIFIEDFORM(z,d) AND TRANSLATION(w,Y) THEN
TCE(z,v,w,unknown,hypothesis,increase) AND
MODIFY(x,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND

TCE(d,v,w,unknown,confirmed,noeffect)

IF TLE(X,w,y,unknown,hypothesis,increase) AND ICPWB(x,a,i,decrease) AND
INHIBITOR(i,z) AND PANANTIBODY(a,y) AND NOTMODIFIED(x) AND
MODIFIEDFORM(z,d) THEN TLE(z,w,y,unknown,hypothegicrease) AND
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,increase) AND
TLE(d,w,y,unknown,confirmed,noeffect)

IF TCE(x,v,w,unknown,hypothesis,increase) AND ICPAB(x,a,i,noeffect) AND
INHIBITOR(i,zZ) AND PANANTIBODY(a,y) AND TRANSLATION(w,y) THEN
TCE(z,v,w,unknown,confirmed,noeffect)

IF TLE(x,w,y,unknown,hypothesis,increase) AND ICPWB(x,a,i,noeffect) AND
INHIBITOR(i,z) AND PANANTIBODY(a,y) THEN
TLE(z,w,y,unknown,confirmed,noeffect)

IF TCE(x,v,w,unknown,hypothesis,increase) AND ICPAB(x,a,i,increase) AND
INHIBITOR(i,zZ) AND PANANTIBODY(a,y) AND MODIFIEDFORM(x,c) AND

MODIFIEDFORM(z,d) AND TRANSLATION(w,y) THEN
TCE(z,v,w,unknown,hypothesis,decrease) AND
MODIFY(z,c,x,unknown,hypothesis,decrease) AND
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
TCE(c,v,w,unknown,confirmed,noeffect) AND

TCE(d,v,w,unknown,confirmed,noeffect)

IF TLE(x,w,y,unknown,hypothesis,increase) AND ICPWB(x,a,i,increase) AND
INHIBITOR(i,zZ) AND PANANTIBODY(a,y) AND MODIFIEDFORM(x,c) AND
MODIFIEDFORM(z,d) THEN TLE(z,w,y,unknown,hypotheglecrease) AND

MODIFY(z,c,x,unknown,hypothesis,decrease) AND
MODIFY(x,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
TLE(c,w,y,unknown,confirmed,noeffect) AND

TLE(d,w,y,unknown,confirmed,noeffect)
IF TCE(x,v,w,unknown,hypothesis,increase) AND ICPAB(x,a,i,increase) AND
INHIBITOR(i,z) AND PANANTIBODY(a,y) AND NOTMODIFIED(x) AND

MODIFIEDFORM(z,d) AND TRANSLATION(w,y) THEN
TCE(z,v,w,unknown,hypothesis,decrease) AND
MODIFY (x,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND

TCE(d,v,w,unknown,confirmed,noeffect)
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IF TLE(x,w,y,unknown,hypothesis,increase) AND ICPWB(x,a,i,increase) AND
INHIBITOR(i,zZ) AND PANANTIBODY(a,y) AND NOTMODIFIED(x) AND
MODIFIEDFORM(z,d) THEN TLE(z,w,y,unknown,hypothegiscrease) AND
MODIFY(x,d,z,unknown,hypothesis,decrease) AND
TLE(d,w,y,unknown,confirmed,noeffect)

Western Blot avec utilisation d’'un anticorps Pan emésence d’un inhibiteur de relation

IF TCE(x,v,w,unknown,hypothesis,increase) AND RIPAB(x,a,i,decrease) AND
PANANTIBODY(a,y) AND RELATIONINHIBITOR(i,TRANSCRIPTON) AND

TRANSLATION(w,y) THEN TCE(X,v,w,unknown,confirmechcrease)

IF TLE(Xx,w,y,unknown,hypothesis,increase) AND RIPWB(x,a,i,decrease) AND
PANANTIBODY(a,y) AND RELATIONINHIBITOR(i,TRANSLATION) THEN

TLE(X,w,y,unknown,confirmed,increase)

IF TCE(x,v,w,unknown,hypothesis,increase) AND RIPAB(x,a,i,noeffect) AND
PANANTIBODY(a,y) AND RELATIONINHIBITOR(i,TRANSCRIPTON) AND

TRANSLATION(w,y) THEN TCE(x,v,w,unknown,confirmedyeffect)

IF TLE(x,w,y,unknown,hypothesis,increase) AND RIPWB(x,a,i,noeffect) AND
PANANTIBODY(a,y) AND RELATIONINHIBITOR(i,TRANSLATION) THEN

TLE(X,w,y,unknown,confirmed,noeffect)
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Annexe 5 : Reégulation de la transcription et derdaluction
par la FSH

L’augmentation de traduction induite par la FSHtp&e la conséquence de 'augmentation
de la transcription. La FSH peut tout de méme iredla traduction sans avoir d’effet sur la

transcription, une these est en cours sur ce aujsein de I'équipe.

Tableau 7 : Transcription induite par la FSH

Impliqué dans | Géne codant pour Intermédiaire Référaces
Stéroidogenese 3B-HSD (Tosca,2005) (Escamilla-Hernandez,2008)
PKA (Saxena,2004)
118-HSD (Tetsuka,2010)
p450scc (Doyle,2010)(Escamilla-

Hernandez,2008)(Park,2005)

PKA (Wayne,2007)(Saxena,2004)
ERK, Src, EGF (Wayne,2007)
Smad4 (Wang,2011)

p450arom (Kwintkiewicz,2010),(Escamilla-

Hernandez,2008)(Park,2005)(Tetsuka,2010)

Ras, ERK (Wayne,2007)
PKA (Wayne,2007)(Silva,2006)(Saxena,2004)
CTNNB1 (Fan,2010)
Smad3 (Gong,2009)
Smad4 (Wang,2011)
StAR (Tosca,2005)(Yu,2005)(Escamilla-

Hernandez,2008)

Ras,ERK,EGFR,PI3K(Wayne,2007)

Régulation de | o-Inhibin (Escamilla-Hernandez,2008)
I'hypophyse
PKA (Saxena,2004)(Park,2005)
HIF-1a (Alam,2004)
CREB (Pei, 1990)
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Inhibin-BA

(Escamilla-Hernandez,2008)

Facteu_rs _de c-JUN (Yang,2008)
transcription
TAF4B (Ongeri,2007)
SF-1 (Park,2005)
Cycle cellulaire |Ccnd2 (Kayampilly,2009)
Smad3 (Gong,2009)
Smad4 (Wang,2011)
mTOR (Kayampilly,2007)
Cdk2 Smad4 (Wang,2011)
Cdk4 Smad4 (Wang,2011)
Récepteurs FSHR Smad3 (Gong,2009)
Smad4 (Wang,2011)
CTNNB1 (Fan,2010)
LHR (Escamilla-Hernandez,2008)
PKA (Saxena,2004)
HIF-1a (Alam,2004)
Hormones et AMH PKA (Taieb,2011)
Facteurs
IGF-1 (Kwintkiewicz,2010)
PKA (Yu,2003)
IGF-2 PKA (Yu,2003)
VEGF (Alam,2009)
HIF-1a (Alam,2004)
AREG (Escamilla-Hernandez,2008)(Freimann,2004)
EGFR, ERK, PI3K  (Wayne,2007)
EREG (Freimann,2004)(Park,2005)
Régulation de |IGFBP-3 (Rappaport,1995),(Meachem,2005),(SmitH))1.99
facteurs Abel 2009)
\oie anti- GCLC PKA (Hoang,2009)
oxydante
GCLM PKA (Hoang,2009)
Autres Carbonic anhydrase-2 (Escamilla-Hernandez,2008)
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PDE4B (Escamilla-Hernandez,2008)
SGK (Escamilla-Hernandez,2008)
Snap25 (Escamilla-Hernandez,2008)
SCF cAMP (Kazutaka,2011)

PDE4D1 (Levallet,2007)

PDE4D2 (Levallet,2008)

PKIB (Lekha-Dahia,2005)
Transferrin (Lekha-Dahia,2005)

ABP cAMP (Hall,1990)

XIAP NFxB (Wang,2002)

Tableau 8 : Transcription inhibée par la FSH

Impliqué dans Protéine Intermédiaire Références
Stéroidogenése p450arom PKC, ERK (Silva,2006)

Transcription FOXO1 (Fan,2010)

Recepteurs FSHR cAMP (Kazutaka,2011)

Cycle cellulaire p27 kip (Kayampilly,2009)
Apoptose Par-4 Hernandez Gonzalez,200
Hormones et Facteurs IL-6 (Lekha-Dahia,2005)
Autres Caveolin-1 (Escamilla-Hernandez,200

Tableau 9 : Traduction induite par la FSH

Impliquée dans Protéine Intermédiaire Références
Stéroidogenése 3p-HSD (Tosca,2005)

PKA (Escamilla-Hernandez,2008)
p450arom PKA (Escamilla-Hernandez,2008)
p450scc (Tosca,2005)

PKA (Escamilla-Hernandez,2008)

StAR (Cottom,2003)(Tosca,2005)(Yu,2005
Régulation de I’hypophyse | a-Inhibin (Escamilla-Hernandez,2008)
Prolifération Raf-A (Gonzales-Robayna,2000)
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Rafl (Gonzales-Robayna,2000)
Facteurs de transcription |p-catenin (Fan,2010)

HIF-1a (Alam,2004)

LRH-1 p38MAPK (Yu,2005)

SF-1 (Park,2005)

c-Fos (Musnier,2012)
Récepteurs CD44 Hyaluronan Synthas€Tunjung,2009)

LHR PKA (Escamilla-Hernandez,2008)
Hormones et facteurs VEGF (Musnier,2012)
Cycle cellulaire PCNA (Tosca,2005)(Park,2005)

PP2A catalytic (Levallet,2008)

subunit
Autres AKAP80 (Carr,1993)

ERK (Cottom,2003)

AMPKal (Tosca,2005)

MAP2D PI3K,mTOR (Alam,2004)(Salvador,2004)

Rapl (Gonzales-Robayna,2000)

RIIB PI3K,mTOR (Alam,2004)(Carr,1993)

SCF (Kazutaka,2011)

PDE4D1 (Levallet,2008)

ABP cAMP (Hall, 1990)
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Annexe 6 : Modules

Cette annexe est dédiée aux résultats obtenus @itansirence automatique mais qui ne sont
pas présentés dans la partie Résultats. Cette @apeemet de visualiser la totalité des réseaux
induits par la FSH et 'TEGF que nous avons obtautematiquement.

Dans les deux modeles inférés, les conclusionsiabgegrace au moteur d’inférence peuvent
parfois étre redondantes. Par exemple, dans leauésS8H, les conclusions suivantes sont
obtenues :

* PHOSPHORYLATE(FSHArrestinl,BArrestinl,unknown,confirmed,decrease)
* PHOSPHORYLATE (FSHBArrestinl,BArrestinl,indirect,confirmed,decrease)
*  MODIFY(FSH BArrestinl,BArrestinl,unknown,hypothesis,decrease)

Lorsque ce cas de figure est rencontré, la rela@omplus précise est choisie pour étre
représentée dans le réseau. Dans I'exemple précddenonclusion représentée dans le
réseau est PHOSPHORYLATE (F$restinl, BArrestinl,indirect,confirmed,decrease).

De plus, dans la partie « Matériel et Méthodesoysnavons évoqué la réversibilité des
relations de modification. Comme nous l'avons @éciseules les activations sont

représentées.

Légende des figures présentées dans cette prewasndept :

Relations confirmées :

« Silarelation est directe, elle apparait en phitn noir,

» Silarelation est indirecte, elle apparait en plés noirs,

» Silarelation a une distance inconnue, elle apparapointillés verts,
e Silarelation est admise, elle apparait en parme.

Relations hypothétiques :

» Silarelation est directe, elle apparait en traittinu bleu,
» Silarelation est indirecte, elle apparait en plés bleus,
« Silarelation a une distance inconnue, elle apparapointillés rouges.

A- Réseau FSH

Le réseau FSH obtenu contient un grand nombreldgores dont le détail est présenté dans

le Tableau 10. Parmi ces relations, 191 ne sontr@asentées graphiquement car elles
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présentent un effet nul (137) ou présentent ennaggti un agoniste (54) dont la présence
n'est pas « naturelle » dans le réseau.

Tableau 10 : Nombre de relations obtenues dargséau FSH

Type de relation Nombre
Complexation 16
Dissociation 2
Echange 2

Effet sur la traduction 38

Effet sur la transcription 60

Modification 183

Phosphorylation 271

Réaction enzymatique 8
1- Voie Gs

1.1- Voie Gs et production de 'AMPc

Ce module ne présente aucun conflit entre lesioekatéduites.

AdenylateCyclase

Figure 89 : Activation du FSHR telle qu'inférée patre méthode, recrutement de la protéine
Gs et production de I'AMPc
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1.2- Actions de 'AMPc

Figure 90 : Actions de I'AMPc dans la signalisatioduite par la FSH
Il existe des faits déduits qui peuvent semblertreaiictoires : 'AMPc induit directement
I'activation de la PKA en libérant la PKAetatus=confirmel]l or 'un des faits déduits

(status=hypothes)sest que 'AMPc inhibe cette réaction.

1.3- Actions d’'EPAC

p110

modPI3K

Figure 91 : Actions d’EPAC dans la signalisatioduite par la FSH
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Il existe des faits déduits qui peuvent semblertremiictoires : le complexe EPAC:AMPc
induit l'activation de la PKA en libérant la PKAcvec une distance inconnue
(status=hypothes)s or I'un des faits déduitssiatus=hypothesjsest que le complexe
EPAC:AMPc inhibe cette réaction.

1.4- Actions impliquant la PKA
Il existe des faits déduits qui peuvent sembletregiictoires : la FSH induit I'activation de la
PKA en libérant la PKAc avec une distance incon(aiatus=hypothes)s or I'un des faits

déduits $tatus=hypothes)sest que la FSH inhibe cette réaction.

Figure 92 : Actions de la PKA dans la signalisairmtuite par la FSH

1.5- Actions de la p38 MAP Kinase
Il existe des faits déduits qui peuvent sembletreaiictoires : la FSH induit indirectement la
phosphorylation de la p38MAPK status=confirmell or l'un des faits déduits

(status=hypothes)sest que la FSH inhibe cette réaction.
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Figure 93 : Actions de la p38 MAP Kinase dans ¢malisation induite par la FSH

2- Voie Gi

Ce module ne présente aucun conflit entre lesioakatiéduites.

Figure 94 : Activation du FSHR, recrutement derlaigine Gi
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3- Voiep-arrestines
Ce module ne présente aucun conflit entre lesoemtiéduites.

Do s

W U FSHR
O

g e-

parrestini
Barrestini

parrestin2

Figure 95 : Voig-arrestines

mTORCH

3- Voie PI3K

Figure 96 : Voie PI3K
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Il existe des faits déduits qui peuvent semblertrealictoires : la FSH induit I'activation de
MTOR (tatus=hypothes)s or I'un des faits déduitss{atus=hypothesjsest que la FSH
inhibe cette réaction. Le méme type de contradiotist observé dans le cas de I'activation de
la PI3K.

4- Activation et actions de Src
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Figure 97 : Activation de Src par la FSH

Ce module ne contient aucun conflit.

5- Cascade ERK MAPK

Contradictions entre des hypothéses :

« La FSH induit la modification de Ras en Ras:GTP smaiduit également la
modification inverse,
» La FSH induit la phosphorylation de MEK1 mais égaet la déphosphorylation.
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Figure 98 : Cascade ERK MAPK

6- Synthese des hormones stéroides

Il n’existe pas de conflit dans ce module.
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Figure 99 : Régulation de la synthése des hormsiéesidiennes par la FSH
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7- Molécules impliquées dans le cycle cellulaire

Il N’y a pas de contradictions entre les relations.

Figure 100 : Relations impliquée dans la régulatiortycle cellulaire

8- Expression des protéines régulées par la sgat@min FSH

Ce module ne présente aucune contradiction.
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Figure 101 : Expression des protéines réguléegpsighalisation induite par la FSH
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B- Réseau EGF

Le réseau EGF obtenu contient un grand nombreldiores dont le détail est présenté dans
le Tableau 11. Parmi ces relations, 153 ne sontrgaesentées graphiqguement car elles
présentent un effet nul (113) ou présentent ennaggti un agoniste (40) dont la présence

n'est pas « naturelle » dans le réseau.

Tableau 11 : Nombre de relations obtenues dartséau EGF

Type de relation Nombre
Complexation 80
Dissociation 0
Echange 0

Effet sur la traduction 8

Effet sur la transcription 8

Modification 118
Phosphorylation 332
Réaction enzymatique 16

1- Les actions impliquant le récepteur EGFR

Figure 102 : Actions impliquant le récepteur EGFRglle réseau EGF
Il existe des faits déduits qui peuvent sembler trealictoires: L'EGF induit la

phosphorylation de son récepteustafus=confirmefl or l'un des faits déduits

(status=hypothes)sest que 'EGF inhibe cette réaction.
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2- Les actions impliquant les protéines Grb2 et SOS

Figure 103 : Actions impliquant les protéines GehEBOS dans le réseau EGF
Il existe des faits déduits qui peuvent sembletrealictoires : L’EGF induit une modification
de Grb2 ¢tatus=hypothes)s or I'un des faits déduitss{atus=hypothes)jsest que 'EGF

inhibe cette réaction.

3- Voie de signalisation PI3K
Il existe des faits déduits qui peuvent sembletremictoires : L'EGF induit I'activation de la
PI3K (status=hypothes)s or I'un des faits déduitsiatus=hypothes)sest que I'EGF inhibe

cette réaction.
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Figure 104 : Voie PI3K induite par 'lEGF

4- Cascade ERK MAPK

Figure 105 : Voie ERK MAPK induite par 'lEGF (paril)
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Figure 106 : Voie ERK MAPK induite par 'lEGF (p&®)
Il existe des faits déduits qui peuvent sembler trealictoires: L'EGF induit la
phosphorylation des MEK 1 et 2status=hypothes)s or l'un des faits déduits

(status=hypothes)sest que 'EGF inhibe ces réactions.

5- Les actions impliquant les protéines Gab
Aucun conflit n’est détecté dans ce module.

Figure 107 : Actions impliquant les protéines Gabgslle réseau EGF
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6- Les actions impliquant les protéines Shc
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Figure 108 : Actions impliquant les protéines Shoglle réseau EGF

Aucun conflit n’est détecté dans ce module.

7- Les actions impliguant les sous-unités G
Il existe des faits déduits qui peuvent sembletreaiictoires : L’'EGF induit I'activation des
Gail et Gui3 (status=hypothes)sor I'un des faits déduitsi{atus=hypothes)sest que 'EGF

inhibe ces réactions.
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Figure 109 : Actions impliquant les sous-unités @ans le réseau EGF
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8- Voie de signalisation JAK/STAT
Il existe des faits déduits qui peuvent sembler trealictoires: L'EGF induit la
phosphorylation de STAT1 sur la position Y7@1afus=confirmeyl or I'un des faits déduits

(status=hypothes)sest que 'EGF inhibe cette réaction.

Figure 110 : Voie JAK/STAT induite par I'EGF

O- Les actions impliquant la protéine Src
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Figure 111 : Actions impliquant la protéine Src sléaréseau EGF

Aucun conflit n’est détecté dans ce module.

10- Les actions impliquant les protéines SHP

Aucun conflit n’est détecté dans ce module.

Figure 112 : Actions impliquant les protéines SHiRAglle réseau EGF
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11- Molécules impliquées dans la signalisationisrudsadhésion focale

RasGAR.
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Figure 113 Signalisation au site d’adhésion focale

La protéine présentant un grand nombre de sitghdgphorylation est FAK.

Aucun conflit n’est détecté dans ce module.
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Résumé

Les réseaux biologiques, notamment les réseauigdalisation déclenchés par les hormorn
sont extrémement complexes. Les méthodes expéalasra haut débit permettent d’abor
cette complexité, mais la prise en compte de 'erde des données générées requiert la

au point de méthodes automatiques pour la congtrudes réseaux. Nous avons dévelo
une nouvelle méthode dinférence reposant sur landbsation, sous forme de regl
logiques, du raisonnement de I'expert sur les desnéxpérimentales. Cela nécessite
constitution d’'une base de connaissances, ensipteige par un moteur d’inférence afin

déduire les conclusions permettant de construserdseaux. Notre méthode a été élab
grace au réseau de signalisation induit par I'homnfolliculo-stimulante dont le récepte
fait partie de la grande famille des récepteurplésuaux protéines G. Ce réseau a égaler
été construit manuellement pour évaluer notre nathtin contréle a ensuite été réalisé,
utilisant les mémes regles, sur le réseau induitligpdacteur de croissance épidermique
liant & un récepteur tyrosine kinase, de facon atrapla généricité de notre méthode.

Mots-clés : Inférence automatique, Réseaux de signalisati@gleR logiques, Logique d
premier ordre
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Abstract

Biological networks, including signalling networksduced by hormones, are very compl
High-throughput experimental methods permit to apph this complexity, but to be able
use all generated data, it is necessary to creat@mated inference methods to bu
networks. We have developped a new inference melaséd on the formalization of tk
expert’s reasoning on experimental data. This r@agois converted into logical rules. Th
work requires the creation of a knowledge base lwiscused by an inference engine
deduce conclusions to build networks. Our methaddeeen elaborated by the constructior
the signalling network induced by the follicle stilating hormone whose receptor belongs
the G protein-coupled receptors family. This netwbas also been built manually to ass
our method. Then, a test has been conducted, saing set of rules, on the network indu
by the epidermal growth factor, which binds to m$yne kinase receptor, to demonstrate
genericity of our method.

Keywords: Automated inference, Signalling networks, Logiedés, First order logic
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