N

N

Représentation des interactions protéine/protéine dans
la cadre d’une méthode de modélisation de réseaux
géniques
Grégory Batt

» To cite this version:

Grégory Batt. Représentation des interactions protéine/protéine dans la cadre d’une méthode de
modélisation de réseaux géniques. RR-4382, INRIA. 2002. inria-00072206

HAL 1d: inria-00072206
https://inria.hal.science/inria-00072206
Submitted on 23 May 2006

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://inria.hal.science/inria-00072206
https://hal.archives-ouvertes.fr

ISRN INRIA/RR--4382--FR

ISSN 0249-6399

ZIINRIA

INSTITUT NATIONAL DE RECHERCHE EN INFORMATIQUE ET EN AUTOMATIQUE

Représentation des interactions protéine/protéine
dans la cadre d’une méthode de modélisation de
reseaux génigues

Grégory Batt

N° 4382

Septembre 2001
THEME 3

apport
derecherche







VAV 1 IN IN I A

RHONE-ALPES

Représentation des interactions protéine/protéine dans la cadre d’une
méthode de modélisation de réseaux géniques

Grégory Batt

Théme 3 — Interaction homme-machine,
images, données, connaissances
Projet HELIX

Rapport de recherche n° 4382 — Septembre 2001 — 21 pages

Résumé : Il est communément accepté que la plupart des propriétés intéressantes d"un organisme biologique
émerge des interactions entre ses genes, protéines, molécules messageres et autres constituants. En général,
les interactions entre génes sont complexes, faisant souvent intervenir des boucles de rétroactions positives et
négatives. La simple juxtaposition de ces interactions ne permet pas de connaitre les propriétés globales des
systemes étudiés. Il est alors necessaire d’intégrer ces données dans un formalisme permettant la simulation
du comportement dynamique du réseau d’interactions considéré. Dans ce contexte, une méthode de simula-
tion et un outil informatique (GNA) basé sur cette méthode, ont étés développés au sein de I'équipe HELIX.
Cette méthode a été développée dans le but d’analyser un certain type de réseaux de genes, ne contenant que
des interactions ADN/protéine. Nous montrerons qu’il est également possible d’utiliser cette méthode pour
analyser un autre type de réseaux de génes, contenant également des interactions protéine/protéine. L'analyse
d’un systeme de régulation complexe faisant intervenir ces deux types d’interactions, concernant l'initiation
de la sporulation chez B. subtilis, a été réalisée.
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Representation of Protein/Protein Interactions in the Framework of a
Method for Modeling Genetic Networks

Abstract: Most interesting properties of biological organisms emerge from the interactions between its genes,
proteins, messenger molecules, and other components. The structure of these networks of interactions is often
complex, as they include positive and negative feedback loops. In order to deduce the global properties of the
systems under study it is necessary to integrate the interactions in a formalism by means of which the dynamic
behavior of the network of interactions can be simulated. To this end, a method for modeling and simulating
genetic regulatory networks, as well as a computer tool (GNA) based on this method, have been developed
in the HELIX group. This method has been directed at the analysis of a specific kind of genetic networks, in
which only DNA /protein interactions occur. We will show that the method can also be used for analysing
genetic networks additionnally including protein/protein interactions. The analysis of a complex example in
which both types of interactions occur -the initiation of sporulation in B. subtilis- was performed.

Key-words: bioinformatics, genetic regulatory network, protein/protein interaction, mathematic modeling,
qualitative simulation, phosphorelay, B. subtilis, GNA



Representatiion des interactions proteine/proceine aans GINA o)

Table des matieres

1 Introduction 4
2 Le contexte biologique. 4
21 Geénesetprotéines. . . .. . ... ... 4
22 Réseaudegenes. . . . .. . ... 5

3 Modélisation de réseaux d’interactions géniques. 6
3.1 Modeles d’équations différentielles. . . . . . . ... ... ... L L 6
3.2 Probleme de modélisation : les interactions protéine/protéine. . . . . . .. ... ... 7

4 Intégrer des interactions protéine/protéine dans le modele. 8
4.1 Principe. . . . . ... e 8
4.2 Modéle biologique simple du phosphorelais. . . . . . ... ... . ... ... ... .. ... .. 8
42.1 Modele biologique des interactions protéine/protéine du phosphorelais. . . . . . . .. .. 8

422 Modelecinétique. . . . . . . ... 9

423 Analysedumodeélecinétique. . . . . . .. ... o o 9

424 Modélisation de l'activation de spollA en terme de fonctions en escalier. . . . . ... ... 10

4.3 Etude d’un modéle biologique réaliste du phosphorelais. . . . . .. ... ... ... ... ... .. 11
43.1 Modele biologique des interactions protéine/protéine du phosphorelais. . . . . . . .. .. 11

43.2 Modelecinétique. . . . . . . ... 12

43.3 Analysedumodeélecinétique. . . . . . ... ... L L o 13

4.3.4 Modélisation de 'activation de spollA en terme de fonctions en escalier. . . . . ... ... 14

5 Simulation de 1’évolution dynamique du réseau de genes étudié. 14
6 Discussion. 17
A Calcul de I’état stable du phosphorelais (programme Matlab). 19
Fichiers d’entrée de VGNA. 20

RR n° 4382



% Gregory batt

1 Introduction

Les évolutions récentes de la biologie laissent entrevoir la possibilité d’accumuler rapidement de trés
grandes quantités d’informations sur les systemes biologiques. Toutefois, il est devenu de plus en plus évident
que les propriétés de ces systemes ne découlent pas des propriétés de leurs composants individuels, mais
émergent des interactions entres les différents composants. Une bonne illustration de ce phénomene est la pré-
vision du comportement dynamique d'un réseau de genes.

Effectivement, I'expression des génes est controlée par d’autres genes, via des boucles de rétroaction sou-
vent complexes, ce qui rend difficile I'étude de tels systémes. Or les réseaux de genes étudiés sont souvent
vastes. Des outils formels, ainsi qu'un support informatique, deviennent alors nécessaires.

Plusieurs techniques de modélisation et de simulation ont été développées [8, 19], mais présentent des
problémes lors de la mise a I’échelle sur des réseaux complexes. Aussi une méthode mathématique, ainsi qu'un
outil informatique, permettant la modélisation et la simulation des larges réseaux d’interactions géniques ont
étés développés par Céline Hernandez, Hidde de Jong et Michel Page au sein du projet Helix a I'IINRIA Rhone-
Alpes. Cette méthode a été développée dans le but de modéliser un certain type de réseaux de genes, ne
contenant que des interactions ADN/protéine.

L’objectif de ce stage, réalisé au sein de 1'équipe Helix est de tester la possibilité d'utiliser cette méthode
pour représenter un autre type de réseaux de genes, contenant également des interactions protéine/protéine.

Quelques notions biologiques simples mais fondamentales, qui permettrons au lecteur non biologiste de
comprendre la problématique et les solutions proposées seront présentées dans une premiere partie. Puis,
nous étudierons la représentation des réseaux de genes dans la méthode développée par I'équipe. Enfin, nous
aborderons le probleme de la représentation des interactions protéine/protéine dans le cadre de la méthode et
nous proposerons une solution.

2 Le contexte biologique.

2.1 Geénes et protéines.

Une molécule d’ADN est une longue succession de nucléotides (adénine, cytosine, thymine et guanine).
C’est le support de l'information génétique. On y distingue certaines zones, appelées genes, caractérisées par
leur séquence nucléotidique. On peut considérer qu'un géne contient l'information nécessaire a la synthese
d’une protéine. On dit qu’il code pour une protéine. La synthese protéique se passe en deux étapes principales :
la transcription -1'information passe de la forme ADN a la forme ARN- et la traduction -I' ARN est utilisé pour
synthétiser une nouvelle protéine.

Enfin on peut également distinguer, a proximité des genes, d’autres zones, également caractérisées par leur
séquence, appelées éléments de régulation, qui contrdlent 1'expression d’un gene. Effectivement, en fonction des
besoins de 'organisme, un gene particulier peut étre exprimé -la protéine correspondante est alors présente-
ou réprimé -la protéine correspondante est alors absente ou en trés faible concentration.

Les protéines sont des macro-molécules de forme globulaire. Elles ont de nombreuses fonctions, comme
catalyser une réaction, controler I'expression de genes ou l'activité d’autres protéines, etc...

Les protéines, qui controlent l’expression de génes sont appelées protéines régulatrices. Elles se lient a ' ADN
au niveau d’éléments de régulation, favorisant ou empéchant 'expression du géne concerné. Il s’agit donc
d’interactions ADN/protéine.

Souvent les protéines existent sous deux formes, active et inactive. La régulation du passage d'une forme a
I'autre est souvent contr6lée par une autre protéine. Il s’agit alors d’interactions protéine/protéine.

INRIA
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La Fig. 1 illustre, sur un exemple, les différentes interactions pouvant avoir lieu [12]. Lorsque la protéine
AbrB se lie sur 1'élément de régulation du gene sinR !, celui-ci est activé et la protéine SinR est synthétisée,
sous forme active. Si de plus, la protéine Sinl est présente, elle se lie a SinR et I'inactive.

[ Interaction ADN/proteine | [Interaction proteine/proteine |
proteine
deregulation: AbrB -
- expression genique : on/off proteine active
SinR libre

- protei ne

Sinl

AdN Sy N

element promoteur gene

de regulation snR synthese
proteique

proteine inactive
complexe SinR/Sinl

FIG. 1-Exemple (simplifié) du controle du géne sinR par la protéine AbrB -par des interactions ADN/protéine-
et du controle de la protéine SinR par la protéine Sinl -par des interactions protéine/protéine.

2.2 Réseau de genes.

Nous avons vu qu'un gene code pour une protéine, qui peut alors controler ’expression d’un autre gene.
Les genes se régulent donc mutuellement. D’ol la notion de réseau de genes, que 1'on définit comme un en-
semble de genes ainsi que leurs interactions mutuelles.

Nous allons dans la suite, nous intéresser a un réseau de genes particulier a travers lequel une bactérie peut
réagir aux changements de son milieu de vie.

Bacillus subtilis est une bactérie qui, si les conditions de vie sont favorables, se multiplie et, qui dans le
cas contraire, peut devenir une spore, qui est une forme de résistance, en attendant que les conditions de vie
s’améliorent a nouveau. On parle alors de phénomenes de multiplication et de sporulation (Fig. 2) [10].

)

sporulation

Cycle de multiplication Cycle de sporulation-germination

germination

@ém ronnementaux

Cellule active Spore

FIG. 2 — Les réactions possibles de B.subtilis aux variations du milieu de vie [11].

L'équipe Hélix, en collaboration avec le biologiste J. Geiselmann, s’est intéressée a 1'étude de la régulation
de l'initiation de la sporulation chez B.subtilis, phénomene dont la régulation est trés complexe, notamment
a cause de la présence de nombreuses boucles de rétroaction. De plus, ce systéme est un systéeme modele de
régulation, qui a fait 1’objet de nombreuses études. Un modeéle biologique du réseau de génes impliqués dans
la prise de décision est présenté Fig. 3 [3] .

Une succession d’interactions protéine/protéine, le phosphorelais, qui integre de nombreux types de si-
gnaux, y est centrale (cf Fig. 3). Dans des conditions favorisant I'entrée en sporulation, le phosphorelais trans-
fere des phosphates sur la protéine Spo0A. Lorsque la concentration cellulaire de SpoOA phosphorylée (notée
Spo0A~P) atteint un certain seuil, un ensemble de genes est activés, ce qui entraine la cellule dans la voie de
la sporulation. Une protéine, 0¥, activée par SpoOA~P, peut étre considérée comme un marqueur de ’entrée

INoter la convention d’écriture utilisée permettant de distinguer les génes des Protéines.
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en sporulation, car une concentration cellulaire élevée en celle-ci est caractéristique d'un engagement dans la
voie de sporulation

Les signaux qui arrivent au niveau du phosphorelais doivent étre amplifiés et stabilisés pour permettre la
phosphorylation de suffisamment de Spo0OA et déclencher la sporulation. Des boucles de rétroaction positives
et négatives sont nécessaires a cette stabilisation. L'entrée en sporulation n’est donc pas déterminée par un seul
gene répondant a un seul signal, mais émerge de ce réseau complexe de régulations.

Dans le modeéle biologique présenté Fig 3, on peut distinguer de nombreuses interactions ADN/protéine,
comme AbrB inhibant spo0E, et des interactions protéine/protéine, au niveau du phosphorelais et entre SinR
et Sinl.

Légende SinR/Sinl C ()
O protéine oH oA / \O Sinl AbrB
promoteur JWH : . O T / O
= "k gne I : SR e TR
région codante O sinR oA sinl o §
Spo0A \
= - — phosphorelaisﬂ(?
0_ kinA KinA T
+
OSpoOE - O
SinR
CS Signal H\ -
Spo0A~P 6 spo0E ¢
™~ “n O
sigH o4 - / Hpr

(spoOH) +

o4 hpr (scoC)

FIG. 3 — Réseau de régulation génique représentant les interactions régulant l'initiation de la sporulation chez
B. subtilis. L'activation (ou l'inhibition) de 1’expression d’un géne, par une protéine est indiqué par ‘+’ (ou *-’).
Les interactions ayant lieu dans le phosphorelais ne sont pas détaillées.[3]

Cet exemple illustre bien la complexité des systémes d’interactions biologiques. La dynamique d'un tel
systeme est tres difficile a comprendre. Des outils formels et informatiques sont nécessaires.

3 Modélisation de réseaux d’interactions géniques.

3.1 Modéeles d’équations différentielles.

La dynamique d’un réseau d’interactions géniques peut étre modélisée par un systeme d’équations diffé-
rentielles [13].

Dans la méthode utilisée [4], le systéme est caractérisé par un ensemble d’équations différentielles de la
forme :

& = fi(x) — gi(x) zi, @ >0,1<i<n, @™
ol x = [z1,...,2,] estun vecteur de concentrations cellulaires de protéines. Les équations d’état (1) traduisent
le fait que la variation de la concentration de la protéine I est la différence entre le taux de production f;(x) et

le taux de dégradation g;(x) z; de cette protéine.
La fonction de production f; : RZ; — R>¢ est définie comme

fi(z) = ZK/il ba(x), ()

leL

oll k; > 0 est une constante de taux, b;; () est une fonction de régulation, et L un ensemble d’indices de fonctions
de régulation.

Une fonction de régulation b;; : RZ, — {0,1} est définie en terme de fonctions en escalier s, et est 1’équi-
valent d’une fonction booléenne exprimant la logique de la régulation du gene [4]. Une fonction en escalier
représente l’effet d’une protéine régulatrice sur le geéne.

INRIA
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Prenons un exemple. L'expression du gene hpr est activée par la présence de la protéine AbrB (cf Fig. 3 et
Fig. 4(a)). Le taux de production est égal a (3), ot b;; () est réduite a une seule fonction en escalier.

fhr(w) = Khr 5+($ab7 aab) (3)

avec les abréviations ab et hr pour AbrB et hipr, x4, représentant la concentration en AbrB, et

0) Tap < 0ab7
1, zep > Oap.

8T (b, 0ap) = { (4)

Ceci traduit qu’au dessous d’un certain seuil de concentration 8 45,5 > 0 le géne hpr n’est pas exprimé, et
qu’au dessus de ce seuil, la protéine Hpr est produite avec un taux &pp-. Pour représenter les inhibitions, on
utilise des fonctions en escalier s~ telles que ™ (Z4p,00p) = 1 — s (Zap,bab)-

Des fonctions de régulation plus complexes peuvent exprimer des effets combinés de plusieurs protéines
régulatrices.

O Spo0A
O —» | phosphorelais| =— QSpoOE
KinA ¢

protéine AbrB Spo0A~P @
+ ¢ l +
L;
gene hpr spollA

(a) (b)

FIG. 4 - (4(a)) Activation du gene hpr par la protéine AbrB. (4(b)) Activation du gene spollA par la protéine
Spo0A activée par phosphorylation, Spo0A~P.

La fonction de dégradation g;() est définie de maniere analogue a f;() (cf eq. 2) et permet de modéliser la
régulation de la dégradation de la protéine. Les taux de dégradation sont notés -y (et non ). La dégradation
des protéines est rarement régulée. Nous la considérerons dans la suite du travail constante pour toutes les
protéines.

Les définitions précédentes de f;() et de g;() sont telles que les équations d’état (1) sont linéaires par morceaux,
puisque f;() et g;() sont constantes par morceaux sur le domaine de définition de (1).

Avec ces définitions, il est bien siir possible de raisonner quantitativement, en instanciant les constantes
et les valeurs de seuil. Mais la linéarité par morceaux des équations d’état (1) permet également de raisonner
qualitativement, en imposant des contraintes aux constantes et aux valeurs de seuil. Permettre de raisonner
qualitativement, dans un domaine ot bien peu de valeurs sont connues avec précision, est un des attraits
majeurs de cette méthode de modélisation.

3.2 Probleme de modélisation : les interactions protéine/protéine.

Nous avons vu comment on peut modéliser, a I'aide d’équations différentielles linéaires par morceau, les
interactions géniques.

Dans la présentation faite plus haut de la méthode, une importante ambiguité demeure toutefois. Effecti-
vement, on s’est gardé de préciser quelle concentration x représentait. Or, nous l’avons dit, une protéine peut
exister sous deux formes, 1'une active, ’autre inactive. C’est notamment le cas pour la protéine Spo0A qui in-
tervient lors de I'initiation de la sporulation chez B. subtilis (cf Fig. 4(b)). Seule la forme phosphorylée Spo0A~P
est active.

Il faut alors distinguer la concentration en protéine totale de la concentration en protéine active. Pour clarifier
cette situation, on peut adopter les notations x; o141 €t Zi,qctif pour préciser sil’on parle des concentrations de
la protéine I totale ou active.

RR n° 4382



o Gregory batt

Or une hypothese implicitement faite était que £ = Z¢otqr- (1) devient donc explicitement :

:i:.iiutal = fi(wtOtal) - gi(wtOtal) Lirorars  Litotar >20,1<i<m, (5)

Or la régulation d'un gene ne dépend bien siir que des concentrations en protéines actives. Trouver les
expressions de f; et g;, en fonction des concentrations en protéines totales, tout en conservant la linéarité par
morceau de (1), n’est pas immédiat. Il est nécessaire de prendre en compte les interactions protéine/protéine.

Comment représenter, par exemple, 'effet de Spo0A~P sur le géne spollA, en fonction des concentrations
totales en KinA, Spo0E et Spo0A (Fig. 4(b)) ? Trouver une telle représentation pour la fonction fsp,r74 dans le
cas particulier de I'initiation de la sporulation est justement le sujet de mon stage.

Notons toutefois que connaitre une représentation de 1'effet de Spo0A~P sur le gene spollA permettrait
également de connaitre une représentation de l’effet de SpoOA~P sur tous les génes que cette protéine controle.

4 Intégrer des interactions protéine/protéine dans le modele.

4.1 Principe.

Commengons par remarquer que l'intégration des interactions protéine/protéine dans le modele est triviale
lorsque la protéine existe sous une seule forme (nécessairement active). On a alors Zoctif = Ztotal- Le probleme
ne se pose donc que lorsque la protéine régulatrice est modifiée par une (ou plusieurs) autre(s) protéine(s).

Il faut alors faire un modele cinétique détaillé du systeme composé des protéines interagissantes. Puis
considérer ce systeme a I'équiblibre. Et enfin utiliser ce modele pour proposer une fonction de production f;
et de dégradation g;, en fonction de Z¢otql-

Deux modélisations biologiques des interactions ayant lieu dans le phosphorelais ont été réalisées. La dé-
marche présentée a été appliquée sur ces deux modeles du phosphorelais.

4.2 Modele biologique simple du phosphorelais.
4.21 Modele biologique des interactions protéine/protéine du phosphorelais.

Dans ce premier modeéle biologique, certains aspects importants du phosphorelais sont omis. Toutefois
malgré les simplifications faites, ce premier modéle conserve le principe de fonctionnement du phosphorelais :
le ratio Zq.p/%sq, soOit le ratio des concentrations en protéine active SpoOA~P et en protéine inactive Spo0A,
est modulé par les actions antagonistes d"une kinase et d"une phosphatase, respectivement KinA et SpoOE [2].

L’action de la kinase est de phosphoryler Spo0OA tandis que l’action de la phosphatase est de déphosphory-
ler Spo0A~P. On a donc les réactions :

KinA

Spo0A+P — SpoOA~P
SpoOE (6)
Spo0A~P — Spo0A +P

Une fleche ici représente une réaction biologique globale.

D’apres les équations (6), il est évident que la concentration en SpoOA~P est une fonction croissante en
fonction de la concentration en KinA¢, une fonction décroissante en fonction de la concentration en SpoOE;.
On peut aussi supposer qu’elle est une fonction croissante en fonction de la concentration en Spo0Ay, car il est
probable que plus il y a de Spo0A¢, plus il y a de Spo0A~P.

On peut alors supposer que l'effet de Spo0A~P sur un géne, s (Zspo04~p,0spo0a~p), peut étre approximé
par le produit des fonctions s* (Zsp004, , 85p004,), $T (TKina, > Okina,) €t s~ (Tspoor, s Ospoor,) 2. Si ceci est vrai,
on a alors résolu le probleme, puisque la fonction proposée n’est fonction que de concentrations en protéines
totales. Testons cette hypothese.

2ici, bien noter les signes, en exposant, des fonctions en escaliers

INRIA
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4.2.2 Modele cinétique.

Un modele cinétique, détaillant le type des interactions moléculaires ayant lieu entre les protéines est
construit.

Spo0A +KinA =  Spo0A~KinA % Spo0A~P +KinA
k_1
k @)
Spo0A~P + SpoOE = Spo0A~SpoOE LiY Spo0A + SpoOE
k-3

k1

Précisons ici, que dans cette représentation, la sémantique des fleches est différente de (6). Une simple fleche
signifie la présence d’une réaction totale et une double fleche signifie la présence d'une réaction réversible
entre les entités moléculaires.

Ce modeéle cinétique (7) est alors traduit en un systéme d’équations ((8)-(14)), en utilisant des propriétés
élémentaires de cinétique chimique (conservation de la masse et ordre simple des réactions de (7)) [1].

Tsq = —kiTsa Tha +Kk 1 Tsaka + K4 Tsa-se (8)
Toap = Kk_3Tsase+ k2 Tsaka — k3 Toap Tse )
Zsaka = KiTsa Tha — (k=1 + k2) Tsa-ka (10
Eoase = k3 Tsap Tse — (k—3 + ks) Tsq.se (11)
Tha, = ZTka + Tsaka (12)
Tse, = Tse+ Tsase (13)
Tsa, = Tsa+ Tsap+ Tsaka + Tsa-se (14)

On utilise les notations z4 et x4, pour représenter les concentrations en protéine A libre et totale et les
indices Kka, se, sa, sa-p, sa-ka, sa-se représentent les protéines KinA, SpoOE, Spo0A, Spo0A~P, Spo0A~KinA,
Spo0A~Spo0E respectivement.

4.2.3 Analyse du modele cinétique.

Afin de résoudre ce systeme de 7 équations non-linéaires, des hypotheses simplificatrices sont faites.
La quantité de substrat (ici Spo0A) lié a une enzyme (ici KinA et Spo0OE) est négligeable par rapport a la
quantité de substrat totale-hypothese 1. Cette hypothese permet de simplifier 1’expression (14) en (15), puisque

Tsa-ka T Tsa-se K Tsq + Tsa -p-

Tsay = Tsa +$sa~p

(15)

Une enzyme, son substrat et le complexe enzyme/substrat sont a 1'équilibre -hypothese 2. Donc d[compleze
enzyme/substrat]/dt = 0. On peut donc simplifier (10) et (11) en (16) et (17), puisque Z54.5¢ = 0 €t E5q.5¢ = 0.

0
0

kl Lsq Tka — (kfl + kZ) Tsa-ka
ks Tsa-p Tse — (k—3 + k4) Tsa-se

(16)
17)

Ces deux hypotheses sont standards en cinétique enzymatique [1, 15]. On obtient un premier systéme

simplifié (18)-(24).

Tsq = —kiTsq Tha +Kk_1 Tsaka + ks Tsase (18)
Tsap = Kk_3%sa.se + k2 Toaka — k3 Tsap Tse (19)
0 = kiZsazha — (k-1 +k2) Tsaka (20)

0 = k3ZsapTse — (k-3 + k1) Tsa-se (21)
Thkay; = Tka T Tsa-ka (22)
Tse, = Tse+ Tsause (23)
Tsa, = Tsa+ Tsap (24)

On remarque alors qu’en utilisant les équations (20) et (21), on obtient &5, +%44.p = 0. On peut donc éliminer
une des deux équations (18) ou (19). On élimine (18).
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Egalement, on suppose que le systéme est a ’équilibre -hypothese3. Effectivement la synthese protéique
fait intervenir un trés grand nombre d’interactions protéine/protéine. Elle est donc lente par rapport aux in-
teractions protéine/protéine étudiées. On suppose alors que les perturbations du systéme, dues a la synthese
protéique, sont suffisamment lentes pour que celui-ci atteigne tres rapidement 1’équilibre apres chaque pertur-
bations. On a donc : &44., = 0. Donc (19) devient :

0=k_3Zsq-s¢ + k2 Tsa-ka — k3 Tsa-p Tse (25)

On obtient finalement le systéeme (26)-(31):

0 = k_3Tsqse+ ko Tsaka — k3 Tsap Tse (26)
0 = kiZsaTha — (k=1 +k2) Tsa-ka (27)
0 = k3TsapTse — (k-3 + k1) Tsa-se (28)
Tkay = Tka T Tsa-ka (29)
Tse, = Tse+ Tsause (30)
Tsa, = Tsa+ Tsap (31)

On peut alors montrer que ce systeme implique que la concentration en Spo0A~P vérifie 1’équation du
second degrés (32).

P(msa) = (k4 Tse, — k2 -Tkat)-Tga + (k2 Tkay (wsat _KM;;) — Tge, k4 (wsat +KM1))$511 +KM3 k2 Tka, Lsa, = 07 (32)

avec les constantes Ky, = (k_1 + k2)/k1 et Ky, = (k—3 + ka)/ks.

11 faut sélectionner parmi les deux racines du polyndome (32) une seule valeur, qui correspond effectivement
a la concentration de Spo0A~P. Ceci n’a pas été possible analytiquement car aucun critere n’a été trouvé per-
mettant de ne retenir qu'une valeur. Les constantes sont donc instanciées a partir de donnés bibliographiques|5,
15].

constante | Ky, K, k2 k4
valeur | 0.1310°%M | 53010 %M | 29.5s 1 | 3.8s7!

Deux critéres sont utilisés pour sélectionner la solution correcte. Tout d’abord, la concentration en Spo0A~P
trouvée doit bien stir étre dans l'intervalle [0, z4,] (Propriété 1). Egalement, seuls les points d’équilibre stable
sont retenus, car ce sont les seuls intéressants d"un point de vue biologique (Propriété 2). La stabilité du systéeme
au voisinage du point d’équilibre est testée en utilisant la propriété que les valeurs propres de la matrice
jacobienne, associée au systeme et évaluée en un point d’équilibre, doivent étre toutes négatives ou nulles
pour que ce point d’équilibre soit un point d’équilibre stable [9].

On applique alors la propriété précédente a notre systeme. Soit z* 5, une solution de (32) -c’est donc un point

L. .. . . - 2
d’équilibre-, alors la valeur propre de la matrice jacobienne -réduite ici a (z,°*%

o )(a* sa.p)~ dOit €tre négative pour
que cet équilibre soit stable.

Le systéme est résolu numériquement pour différentes valeurs de concentration en protéines KinA, SpoOE
et Spo0A fotales (voir programme en Annexe A). On trouve toujours une seule solution ayant les propriétés 1
et2.

On cherche a exprimer l'activité du géne spolIA en fonction des concentrations en protéines totales. On sait
calculer la concentration de Spo0A~P, en fonction des concentrations en protéines totales. On cherche donc
a exprimer l'activité du gene spolIA en fonction de Spo0A~P, s (Zs4.p,054-p). On a montré que l'activation
d’un geéne par une protéine régulatrice était le plus souvent fonction sigmoide de la concentration en cette
protéine [20]. On applique donc un filtre sigmoide sur la valeur trouvée pour z4,., (33), obtenant ainsi une
mesure de l'activation par Spo0A~P du gene spollA.

x sa-pn

fspoIIA(fL'swp) = KspolITA (33)

n n
Lsa-p + espoIIA
avec fspo174, Une concentration seuil.

4.2.4 Modélisation de I’activation de spolIA en terme de fonctions en escalier.

On utilise alors une représentation graphique, pour étudier I'influence des variations d"une concentration
en protéine (graphes en deux dimensions) et I'influence des variations conjuguées de plusieurs concentrations
en protéine (graphes en trois dimensions) sur cette mesure d’activation.
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°
>

°
&
activation par SpoOAp du gene spollA

concentration en SpoOE " KinAt concentration

x10° concentration en SpoOAt

(a) graphe en 2D, montrant l'influence de (b) graphe en 3D, montrant 'influence de la va-

la variation de concentration en Spo0OE¢ sur riation conjuguée des concentrations en KinA;

l'activation du gene SpolIA par SpoOA~P. et Spo0A; sur l'activation du gene SpollA par
Spo0A~P.

FIG. 5 — Analyse de 'activation par Spo0A~P d’un géne. (a) en fonction la concentration en protéine SpoOE
totale, (b) en fonction des concentrations en protéines KinA et Spo0A totales.

activation par SpoOAp du gene spollA

x10° A

0 o

concentration en KinAt -6

concentration en SpoOEt x10

FIG. 6 — graphe montrant une coopérativité entre les protéines KinA et Spo0OE.

On souhaite obtenir des courbes d’allures sigmoidales dans tous les graphes, en deux et trois dimensions.

Les graphes obtenus sont conformes a ce que 1'on attendait d’aprés notre hypothese de départ (Fig. 5).
Notons toutefois une exception. Pour un couple de protéines (KinA et Spo0OE), la surface obtenue, bien que
d’allure sigmoide, n’a pas la forme d’un produit de deux sigmoides, ce qui n’est pas tout a fait cohérent avec
I'hypothese de départ (Fig. 6). Ceci traduit une certaine coopérativité des protéines, non prise en compte dans
I'hypothese proposée.

La solution initialement proposée semble donc effectivement étre une approximation satisfaisante de la
fonction cherchée.

Toutefois, le modele biologique des interactions protéine/protéine du phosphorelais présenté n’est pas
satisfaisant du point de vue biologique. Avec les simplifications faites lors de la modélisation biologique, on
ne peut étre siir que tous les aspects importants du fonctionnement du phosphorelais sont pris en compte. Un
modele plus détaillé a alors été fait et la démarche présentée précédemment a, & nouveau, été mise a I'épreuve.

4.3 Etude d’un modele biologique réaliste du phosphorelais.
4.3.1 Modele biologique des interactions protéine/protéine du phosphorelais.

Le phosphorelais est en fait une cascade de phosphorylations. Une kinase phosphoryle un premier substrat
(Spo0F), puis celui-ci transmet son nouveau phosphate a un substrat intermédiaire (Spo0B), qui le transmet
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a nouveau au substrat terminal (Spo0A). D’oti le nom de phosphorelais. Des phosphatases (RapA et SpoQE)
déphosphorylent les substrats aux deux extrémités de la cascade, permettant ainsi une stabilisation du flux de
phosphates|[6, 14, 11]. Le modéle suivant est donc un modele réaliste du phosphorelais :

=
S
S

1.

SpoOF +P &' SpoOF~P
SpoOF~P "' Spo0F + P
SpoOF~P +Spo0B =  SpoOF + Spo0B~P (34)
Spo0B~P + Spo0A 2  Spo0B + Spo0A~P
Spo0A~P 25 Spo0A + P

Ces équations montrent donc que dans le modele du phosphorelais précédent, les trois especes Spo(F,
Spo0B et Spo0A sont confondues. On ne peut donc pas non plus distinguer les deux phosphatases rapA et
SpoOE.

A partir des effets des protéines sur le systéme, et en s’inspirant des résultats précédents, on peut faire
I'hypothése que la concentration en Spo0A~P est tres certainement une fonction croissante en fonction des
concentrations en KinA;, Spo0F;, Spo0B; et Spo0A,, et une fonction décroissante en fonction des concentrations
en RapA; et SpoOE;. On peut alors supposer que l'effet de SpoOA~P sur un gene, st (2spo04~P,0Spo0a~P),
peut étre approximé par le produit des fonctions s (Zkina, , Okina, ), 8T (ZspooF, , 0spoor, ), T (Zspo0B, » O5pooB. ),
T (@ spo0a, , Ospooa, ), €t T (TRapa, , ORapA,), S~ (ZSpooE, , OspooE, ). Testons cette hypothese.

4.3.2 Modele cinétique.

Comme précédemment, un modéle cinétique détaillé est construit a partir des équations biologiques glo-
bales (34), puis traduit en un systeme de 17 équations non-linéaires, donné ci-dessous ((36)-(52)).

nE

SpoOF~P + Spo0B k<:’ Spo0F~P~S5po0B ; SpoOF + Spo0B~P
—1 -2

Spo0B~P + Spo0A ::’3 Spo0B~P~Spo0A :24 Spo0B + Spo0A~P
-3 —4

SpoOF + KinA ::’5 Spo0F~KinA L SpoO0F~P + KinA (35)
-5
Spo0F~P + RapA ::’7 SpoOF~RapA Ui SpoOF + RapA

-7

Spo0A~P + SpoOE :29 Spo0A~SpoOE b Spo0A + SpoOE
-9
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Tsp = —ks Tsf To + k_s Tsf-ka T ks Tsfra — k_o Tsf Tshp T ko Tsf-p-sb (36)
Topp = k 7%gpra — k1 Tspp Tra+ ke Topha — k1 Tspp Tsp + k1 Togpst (37)
Ty = k_q Tsfp-sb — kq Tsf.p Tsp + ka4 Tsh.p-sa — k_4 x5 Tsa-p (38)
Tshp = k2Tsppsp—k_2Tsf Tspp + k-3 Tspp-sa — k3 Tsbp Tsa (39)
Tsa = k_3Tsp-psa — k3 Tshp Tsa + K10 ZTsa-se (40)
Tsap = kaTsbpsa— K 4 Tsb Tsap — Ko Tsap Tse + K9 Tsa-se (41)
Esfpsp = KiZsppTop +k—2Tsp Tspp — (k—1 + k2) Tsf.pesp (42)
Tsbpsa = Kk3TshpTsa+ ket Tsp Tsap — (k3 + k4) Tspp-sa (43)
Esfka = ks Zsf Tha — (k—5 + k6) ZTsfoka (44)
Tyfra = ki Topp Tra — (k_7 + k) Tsf.ra (45)
Tsese = Ko Toap Tse — (kg + Kk10) Tsa-se (46)
Tka, = Tka T Tsf-ka (47)
Tra, = Tra+ Tsfra (48)
Tse, = Tge+ Tsa-se (49)
Tsp, = Tsf+ Tofp+ Tofka + Tsfra (50)
Tsp, = Tsbt Tshp (51)
Tsa, = Tsa+ Tsap+ Tsa-se (52)

On utilise, en plus des notations précédentes, les indices sf, sb, ra, p pour les protéines SpoOF, Spo0B, RapA, et

le groupement phosphate, respectivement, ainsi que la notation a - b, pour le complexe A ~ B.

4.3.3 Analyse du modéle cinétique.

Ce systeme est alors simplifié, en utilisant les hypotheses 1, 2 et 3 présentées section 4.2. On obtient le
systeme ((53)-(66)), réduit a 14 équations indépendantes. Les hypotheéses utilisées sont simplement citées en

face des équations.

(hypothese3)

0 = —ksTsrTha+Kk_5Tsfha+ ks Tsrra —k—2Zsf Tspp + k2 Tss.psh
0 = k_1®s5psp— k1 Topp Tsp + K4 Topop-sa — k—a Tsp Tsap (hypothese3)
0 = kiToppsa—k 4Tsp Tsap— Ky Tsap Tse + k9 Tsase (hypothese3)
0 = kiZoppTop+ko sy Topp — (k=1 +k2) Tsfpesp (hypothese2)
0 = k3ZoppToa+Kk_sTop Toap— (k=3 + K4) Tsp-p-sa (hypothese2)
0 = ksxsrapa — (k=5 + ke) Tsf-ka (hypothese2)
0 = kizeppZra— (k-7 +ks) Tsfra (hypothese2)
0 = koZsapTse — (k—o + Kk10) Tsa-se (hypothese2)
Tka, = Tka T Tsf-ka
Tra, = Tra T Tsfra
Tse, = Tset Tsa-se
Tgp, = Tep+ Tspp (hypothesel)
Tspy, = Tsh+ Tshp
Tsa, = Tsq + Tsap (hypothesel)

Ce systeme est alors réduit en un systeme de 3 équations ((67)-(69)).

Kty (Tsp, — Tsp) Tsp — Kn_y Tsp (Tsp, — Tsp) —

KM1 (wsft - msf) Tsb — KM_l Tsf (wsbi - msb) - KMs (wsat - xsa-p) (wsbt - wsb) + KM_3 Tsa-p Tsb = 0
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KM5 Tkay Tsf

Kty Zra, (Tsf, — Tap) _

ks

1 + KM5 Tsf 1 + KM7 (Z'Sft _msf)
ke

(53)
(54)
(55)
(56)
(57)
(58)
(59)
(60)
(61)
(62)
(63)
(64)
(65)
(66)

(67)
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KMg xsa-p Tse, =0 (69)

_KM3 (msat - xsa-p) (xsbi - -'Esb) + KM_S Tsa.p Tsh + T Kty Toap
k1o
ot ’on définit les constantes K7, comme valant (k—; + k1) /k;.

La résolution de ce systéme est alors possible en utilisant le logiciel Maple. On obtient un (énorme) poly-
ndéme du cinquiéme degrés en z4,.p, la concentration en SpoOA~P.

Une résolution analytique n’étant pas possible, on cherche une solution numérique, apres avoir instancié
les constantes utilisées, en fonction des données bibliographiques disponibles [5, 15].

La sélection de “la” bonne racine est faite comme précédemment, a partir de critéres portant sur 'appar-
tenance au domaine de concentration et la stabilité du systeme au point d’équilibre. Le polyndme est résolu
pour différentes valeurs de concentrations en protéines totales et les solutions vérifiant les deux conditions
ci-dessus sont sélectionnées. Pour tous les polyndmes étudiés, une seule solution est toujours retenue. Cette
valeur est alors passée dans un filtre sigmoide (33) pour obtenir une mesure de l'activation par Spo0A~P d'un

gene.

4.3.4 Modélisation de I’activation de spolIA en terme de fonctions en escalier.

Afin d’étudier cette activation, une étude graphique est faite en deux dimensions pour toutes les concen-
trations en protéines totales et en trois dimensions pour tous les couples de concentrations, et pour différentes
valeurs de concentration en protéines non représentées.

Comme attendu d’apres I’hypothese de départ, on obtient bien des courbes sigmoides, pour les graphes en
deux dimensions (non représenté).

L’analyse des influences des variations conjuguées de plusieurs concentrations en protéine (graphes en trois
dimensions) met en évidence que la majorité des courbes obtenues sont cohérentes avec '’hypothéese proposée
(Fig 7). Ainsi, approximer le comportement global du systéme par le produit de fonction en escalier proposé
semble tout a fait raisonnable. Toutefois, le systeme présente deux caractéristiques non prises en compte dans
I'hypothese proposée. Il y a comme, observé précédemmemt, des coopérativités entre certaines protéines, mais
également, on observe une certaine redondance entre les actions des deux phosphatases, RapA et SpoOE (Fig 8).

5 Simulation de 1’évolution dynamique du réseau de génes étudié.

Le controle transcriptionnel des trois genes supplémentaires introduits dans la seconde modélisation du
phosphorelais a été intégré dans le modele biologique global de I'initiation de la phosphorylation précédem-
ment construit (cf Fig. 9) [18, 17, 7, 16].

Les résultats obtenus section 4 permettent alors de modéliser completement le réseau de génes proposé,
en respectant le formalisme de la méthode présentée. Il est possible de simuler 1’évolution dynamique du
systeme.

Effectivement un outil, Visual Genetic Network Analyser a été développé au sein de I'équipe, permettant, a
partir d’'un modéle d’un systeme biologique et de conditions initiales, de suivre les évolutions possibles des
différentes concentrations en protéines et d’analyser le comportement dynamique du systéme (identification
d’attracteurs, de leurs bassins, ...).

Ces simulations donnent des résultats tout a fait satisfaisant, puisque les variations des concentrations en
protéines trouvées sont en accord avec les données bibliographiques disponibles, que les conditions initiales
soient des conditions déclenchant la sporulation ou non, et ce quelle que soit la modélisation biologique du
phosphorelais utilisée. Cela valide donc, sur un exemple assez complexe, la méthode présentée.

Le second modele, plus complet permet toutefois d’obtenir d’autres résultats intéressants. Effectivement B.
subtilis peut présenter un autre comportement lorsque les conditions de vie se détériorent, appelé acquisition de
compétence, que nous n’avons encore pas évoqué. C’est, comme la sporulation, une réaction a un changement
du milieu de vie. Les deux voies de décision (sporulation et compétence) ne sont pas indépendantes [6]. Donc
le comportement réel n’est pas simplement binaire, croissance ou sporulation, comme nous l'avons présenté
jusqu’a maintenant. De plus, 'expression d"un des génes ajouté au modele plus complexe, rapA, est controlée
par un acteur principal de la décision d’acquisition de la compétence, comA.

Il est ainsi possible de simuler, de maniere élémentaire, une prise de décision entre sporulation et compétence.
Quand les conditions initiales sont des conditions déclenchant soit la sporulation uniquement, soit 'acquisition
de la compétence uniquement, le comportement du systéme est cohérent avec les données bibliographiques.
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concentrations en proteines: kinAt=max, rapAt=min, SpoOEt=min, Spo0A=IT concentrations en proteines: kinAt=max, rapAt=max, SpoOEt=min, Spo0A=m¢

o
o

o

Activation par Spo0Ap du gene spollA
°

Activation par Spo0Ap du gene spollA

x10"
concentration en SpoOFt
P concentration en Spo0Bt concentration en SpoOFt 0 concentration en SpoOBt
(@) (b)
concentrations en proteines: kinAt=max, rapAt=min, SpoOEt=max, Spo0A=m¢ concentrations en proteines: kinAt=max, rapAt=min, SpoOEt=min, Spo0A=mi

o
o

o

o

Activation par Spo0Ap du gene spollA
Activation par Spo0Ap du gene spollA

FIG. 7 — Exemple de l'activation par Spo0OA~P du gene SpollA, en fonction des concentrations en SpoOF; et
Spo0B;. Les quantités des autres protéines sont données au-dessus de chaque graphe, avec max pour maximale,
et min pour minimale. 7(a) : toutes les protéines autres que SpoOF et Spo0OB sont en quantité requise pour
pouvoir observer une activation du gene. 7(b), 7(c) and 7(d) : la phosphatase rapA, est présente, la phosphatase
SpoOE; est présente, et le substrat Spo0A; est absent, respectivement ; aucune activation n’est observée.
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rapA= min, SpoOE= min rapAt= min, SpoOEt= max

Activation par Spo0Ap du gene spollA
Activation par Spo0Ap du gene spollA

rapAt= max, SpoOEt= min rapAt= max, Spo0Et= max

o
o

o

Activation par Spo0Ap du gene spollA
o

Activation par Spo0Ap du gene spollA

concentration en SpoOF concentration en KinAt concentration en SpoOFt

FIG. 8 — Exemple de l'activation par SpoOA~P du gene SpollA, en fonction des concentrations en KinA; et
Spo0F;. 8(a), 8(b), 8(d) : graphes cohérents avec ’hypothese émise. 8(c) : graphe montrant une certaine re-
dondance entre les deux phosphatases, puisque 1’absence d"une phosphatase (Spo0OE) n’entraine pas 1’absence
d’activation. Les concentrations en RapA; et Spo0E; sont données au-dessus de chaque graphe. Les concentra-
tions en Spo0B; and Spo0A; sont : [Spo0B;] = max and [Spo0A;] = maz.

Cl) o Spo0B () spo0B o4

y SinR/Sinl ()

o4 rapA - O oH A / \O . AbrB
. RapA g Sinl

P T _O
iSPOOA i S'mRCD\ éhT b "k —

. A~ sinR A sinl H -
CgSpOO P pooa o ‘i \

Spo0A~P

LZ — O — phosphorelais;’CS

ol kinA KinA T +
+
SpoOE — O
éj/ CD\ o SinR
\ Signal :l
) spoOE 3
e = O
g 0" 8po SpoOF .
O N O
sigH o4 / Hpr
g (spoOH) +

¢4 hpr (scoC)

FIG. 9 — Modeéle biologique étendu, construit a partir de celui représenté Fig. 3. Les interactions ayant lieu dans
le phosphorelais ne sont pas détaillées.[18, 17, 7, 16]
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Quand les conditions initiales sont telles que les deux comportements sont a priori possibles, aucune déci-
sion n’est semble-til prise, puisque les deux évolutions sont possibles, d’apres les prédictions du simulateur.
Aucune donnée bibliographique, décrivant le comportement réellement observé dans ces conditions, n’a été
trouvée.

6 Discussion.

Il convient tout d’abord de revenir sur la validité de certaines hypotheses.

Le formalisme de modélisation ne permet de prendre en compte que les geénes et les produits de leur
expression, les protéines. C’est bien stir extrémement réducteur car de nombreuses autres molécules peuvent
intervenir dans les réactions biologiques. Toutefois, les situations les plus intéressantes biologiquement sont
celles ot a lieu une intégration de l'information, comme dans le cas présenté. Or l'intégration d’information
se fait essentiellement par le jeu d’interactions ADN/protéine et protéine/protéine. On ne peut donc pas tout
représenter, mais on peut certainement représenter l'essentiel.

Biologiquement, l'activation (ou l'inhibition) d’un geéne en fonction de la concentration en protéine ré-
gulatrice est souvent une fonction sigmoidale [20]. L’approximer par une fonction en escalier semble alors
cohérente. Mais des interactions protéine/protéine complexes ne sont représentables que par des fonctions
sigmoidales complexes. Or I’approximation de fonctions sigmoidales complexes par des fonctions en escalier
est assez grossiere. Les approximations seront donc de plus en plus grossieres avec la complexité croissante des
systemes. Ceci peut éventuellement devenir une limitation de la complexité des interactions protéine/protéine
représentables.

Enfin, les résultats obtenus lors de la simulation de 1’évolution du systeme, lorsque les conditions de vie
simulées favorisent la sporulation et I’acquisition de compétence, sont tout particulierement intéressants. Effec-
tivement, le simulateur n’a pas donné une réponse unique et a priori, les deux comportements sont possibles.
On peut émettre trois hypotheses. Si biologiquement, on observe effectivement les deux comportements dans
ces conditions, la réponse du simulateur est pertinente. Si un seul comportement est observé, on peut alors a
remettre en cause le modéle (rappelons que le modele réalisé était centré sur la prise de décision entre crois-
sance et sporulation, et non pas entre compétence et sporulation). Mais on peut aussi supposer que la précision
de la méthode, qualitative, est trop faible pour pouvoir trancher et prédire seulement le comportement réel.

L’objectif principal de ce travail était de montrer la possibilité de prendre en compte des interactions pro-
téine/protéine complexes dans le cadre de la méthode de modélisation développée dans 'équipe Helix, en en
conservant le formalisme. Des résultats encourageants ont étés obtenus, bien que ce travail ne prouve pas que
cela sera toujours possible. De plus, un travail similaire & celui-ci doit étre fait & chaque fois que des interac-
tions protéine/protéine devront étre prises en compte. Toutefois, la démarche utilisée dans ce travail pourra
elle étre réutilisée.
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Appendix

A Calcul de 1’état stable du phosphorelais (programme Matlab).

% / hone/ baci | | us/ batt/stage/ matl ab/si npl e_nodel _cal cul . m
% cal cul ates stable steady state of phosphoryl ation cascade
% system S+kin; Sp+phos

"entering cal cul us’

% out put for mat
format |ong e;

%ol ot resolution: nunber of points per dinension
Res = 10;

%ubstrate limt concentrations
Stmax = 10 * 107(-8);

Stmn = 0;

Stdiff = Stmax - Stmn;

%enzynes linmt concentrations

kin_max = 10 * 107(-11);
kin_mn = 0;

kin_diff = kin_max - kin_mn;
rap_max = 10 * 107 (-7);
rap_mn = 0;

rap_diff = rap_max - rap_mn;

% ki netic constants
Knf =0.13 * 107(-6);
Km =530 * 107(-6);

kf =29.5;
kr =3.8;
KO= St nax;

%oncentrations matrix initialisations

kin = [kin_mn+kin_diff/Res : kin_diff/Res : kin_nax];
rap [rap_min+rap _diff/Res : rap_diff/Res : rap_nax]
s = [Stmn+Stdiff/Res : Stdiff/Res : Stmax 1;
KOtab = [KO/Res : KO/Res : KOJ;

Activation = zeros(Res, Res, Res, Res);

%t abl e steady-state cal cul ations
for i = 1:Res
"external | oop done’
for j = 1:Res
for k = 1:Res
% st eady state value of S
% cal cul ati on of the polynomroots (2 val ues)
Sppoly = [rap(j)*kr-kf*kin(i)
kKin(i)*kf*(-Knr+s(k))-rap(j)=*kr*(Knf+s(k))
kf*kin(i)*s(k)*Knr ];
Sproots = roots(Sppoly);

% sel ection of a valid solution: concentrations are in the range
% and the systemis stable;
val i d_Sproots = zeros(2,1); %tores valid solutions
for gq=1:2 %ot h val ues
stable= 0; % indicates if the point is stable or not (cf HdJ814, pl87)
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| anbda= 2*Sproots(q)*rap(j)*kr-2*Sproots(q)*kf*kin(i)
-kf*kin(i)*Knr +kf *ki n(i)*s(k)-rap(j)*kr*Knf-rap(j)*kr*s(k);
if (1anbda<=0)
st abl e= 1;
end %l se stable= 0
if ((Sproots(q)>= Stmin) & (Sproots(q)<= Stmax) & (stable==1))
val i d_Sproots(q)= Sproots(q);
end
end

count =0; %ount the nunber of good sol utions(hopefullly only one)
for g=1:2
if (valid_Sproots(q) ~= 0) %/!\: dangerous condition
Sp_concentration= valid_Sproots(q); %tores "the" good sol ution
count =count +1;
end
end
if count ~= 1
'gros probl ene’
pause(500);
exit
el se
% only one good sol ution
for u=1:Res %various thresholds
Activation(i,j,k,u)= Sp_concentration”6/(KO0tab(u)”*6 + Sp_concentrati on”6);
end
end
% "for |oops" end
end
end
end

save sinple. mat;

B Fichiers d’entrée de VGNA.

Exemple de la modélisation qualitative complete du gene kinA.

state-variable: kinA
zero-paraneter: z_KkinA
box- paraneter: nmax_ki nA
production-paraneters: k_kinA 1, k_kinA 2
degr adati on- paraneters: g_kinA
threshol d-parameters: t_kinA 1, t_kinA 2, t_kinA 3
st at e-equati on:
d/dt kinA = k_kinA 2
* s+(sigH, t_sigH 1)
* (1 - s+(spo0A, t_spoOA 3)
* s+(kinA t_kinA 3)
* s-(spoOE, t_spoOE_1)
* s+(signal, t_signal _1) )
+ k_kinA 1 * s+(sigA t_sigA 1)
- g_kinA * kinA
t hreshol d-i nequalities:
t_kinA 1 < t_kinA 2;
t_kinA 2 < t_kinA 3;
nul I cline-inequalities:
k_kinA 2 > g kinA* t_kinA_3;
k_kinA 2 < g_kinA * max_ki nA;
k_kinA 2 + k_ kinA 1 > g kinA* t_KkinA_3;
k_kinA 2 + k_kinA 1 < g_kinA * max_ki nA;
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k_kinA 1 > g kinA* t_kinA 1;
k_kinA 1 < g kinA* t_kinA 2;

Différentes modélisations de la régulation de I’expression du gene KinA, mettant en évidence les modifica-
tions apportées.
— modeéle simple du phosphorelais :
d/dt kinA = k_kinA 2
* s+(sigH, t_sigH1)
* (1 - s+(spo0A, t_spoOA 3)

* s+(kinA t_kinA 3)

* s-(spoOE, t_spoOE_ 1)

* s+(signal, t_signal _1) )

+ k_kinA 1 * s+(sigA t_sigA 1)
- g_kinA * kinA
— modéle plus complexe du phosphorelais :
d/dt kinA = k_kinA 2
* s+(sigH, t_sigH 1)
* (1- s+(spoOF, t_spoOF_3)

* s+(spo0OB, t_spo0OB_3)
s+(spo0A, t_spo0A_3)
s+(ki nA, t_kinA 3)
s-(rapA, t_rapA1l)

s- (spoOE, t_spoOE_1)

s+(signal, t_signal _1) )

+ k_kinA 1 * s+(sigA, t_sigAl) /* autres Kkinases */
- g_kinA * kinA

* 0% X X X
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