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I thought there couldn’t be anything as complicated as the universe, until I started
reading about the cell.
par Eric de Silva
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Introduction

Cette these a porté sur le développement de méthodes génériques de reconstruction
de réseaux métaboliques a I'échelle génomique, c’est-a-dire des cartes completes de réac-
tions biochimiques qui transforment des molécules en d’autres molécules, pour des orga-
nismes eucaryotes. Cette méthode a été appliquée a la reconstruction du premier réseau
métabolique du modeéle des algues brunes, Ectocarpus siliculosus, et a permis de mieux
comprendre la biologie et 'histoire évolutive des algues. Ce travail est ainsi naturellement
interdisplinaire : pour réaliser la chaine complete d’analyse et d’interprétation, il a été né-
cessaire de proposer des contributions en informatique, bioinformatique, et biologie.

Classiquement, la reconstruction d'un réseau métabolique s’articule en trois points : la
création d'une ébauche métabolique a partir des différentes informations comprises dans le
génome, la complétion de cette ébauche métabolique pour étre en accord avec les connais-
sances biologiques et enfin la vérification du résultat obtenu. Ces travaux ont mis en évi-
dence que les différentes approches de reconstruction existantes ne pouvaient pas s’appli-
quer aux especes eucaryotes non classiques a cause de deux écueils majeurs.

Tout d’abord les connaissances sur les especes non classiques sont trop éparses pour re-
construire une ébauche métabolique correcte permettant une complétion manuelle. Pour
palier a cette difficulté, nous nous proposons d’étudier un probléme d’optimisation com-
binatoire qui permet de formaliser la question de la complétion automatique d’'un réseau.
Pour résoudre ce probleme combinatoire, 'objectif de ce document sera de tirer profil d'un
paradigme de programmation par contraintes relativement récent, la Programmation par
Ensemble Réponse (ou Answer Set Programming, ASP). Une modification d'un modele exis-
tant en ASP sera proposée pour améliorer la pertinence biologique de la modélisation et
rendre la résolution efficace et applicable a I'échelle des applications visées. Plus générale-
ment, la question de la pertinence biologique du modele sous-jacent au probléme tel que
formalisé sous sa forme combinatoire fait I'objet d'une attention toute particuliére.

D’autre part, ce travail de these s’est heurté a la nécessité de travailler avec des sources
de données tres différentes pour permettre la reconstruction d'un réseau. L'utilisation de ces
sources multiples et hétérogenes nécessite de travailler sur leur unification avant et pendant
leur intégration dans le réseau. Il s’avére également nécessaire de traiter a posteriori les ré-
sultats des méthodes automatiques de reconstruction pour leur donner une signification
biologique. Pour donner globalement du sens fonctionnel aux résultats des analyses auto-
matiques, on s’appuiera a la fois sur des approches liées a la représentation des connais-
sances et aux études de séquences biologiques.

Comme nous le verrons, ces apports méthodologiques ont permis de développer un pi-
peline de reconstruction de réseaux métaboliques s’appuyant sur un ensemble de données
biologiques telles que des données génomiques, transcriptomiques ou de profilage méta-
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bolique. Ce pipeline a permis de reconstruire le premier réseau métabolique du modele des
algues brunes, Ectocarpus siliculosus. Cependant, sa valeur ajoutée réside aussi dans son
exploitation dans le monde de la biologie. Ainsi, nous détaillerons comment I’étude du ré-
seau a permis, en collaboration avec la station biologique de Roscoff, de mieux comprendre
la biologie de cette algue, notamment sur deux aspects : une annotation de nouveaux genes
ou une réannotation de génes, et une meilleur compréhension de I'histoire évolutive et du
meétabolisme de cette algue.

Une fois cette preuve de concept réalisée pendant la thése sur cette algue brune, la
méthode proposée est actuellement en cours d’application et d’amélioration en utilisant
d’autres organismes, ce qui ouvre la voie a différentes perspectives de nature inforamtique,
bio-informatique et biologiques.



Chapitre 1

Etat de P’art. Reconstruction de
réseaux métaboliques et applications
a des modeles d’algues

Dans ce chapitre de bibliographie, nous allons présenter une introduction aux diffé-
rentes problématiques informatique et bioinformatique liées a la reconstruction de réseaux
métaboliques. Nous nous concentrerons en particulier sur les questions d’optimisation,
qu’elle soit combinatoire ou linéaire, et sur les questions liées a la représentation des connais-
sances sous-jacentes dans cette problématique. En particulier, ces questions seront abor-
dées en ayant a I'esprit des applications sur des organismes eucaryotes non classiques, tels
que les algues brunes qui seront notre modele d’application.

Dans ce chapitre, nous commencerons par une étude globale de la biologie des systéemes
dansla partie 1.1 avant de se concentrer sur les réseaux métaboliques et les études possibles
a partir de ceux-ci (partie 1.2). Nous présenterons ensuite les différentes méthodes exis-
tantes de reconstructions de réseaux métaboliques dans la partie 1.3. Nous nous concen-
trerons alors sur une étape cruciale de reconstruction de réseaux métaboliques, qui sera
particulierement étudiée dans cette these : la complétion des réseaux métaboliques (partie
1.4). Cette these s’attachant plus particulierement au développement du réseau métabo-
lique d’une algue brune, Ectocarpus siliculosus, nous verrons enfin les différentes recons-
tructions de réseaux métaboliques ayant eu lieu jusqu’'a présent chez des algues dans la
partie 1.5.

1.1 Biologie des systemes

Depuis les années 1990, les données de biologie moléculaire s’accumulent avec le déve-
loppement des techniques dites "omiques" [Pal02]. La granularité et la quantité de données
produites permet aujourd’hui d’étudier les systemes biologiques a un niveau beaucoup plus
fin qu’au 20eme siecle, au moment ol Jacob et Monod décrivaient le fonctionnement de
I'opéron lactose et les mécanismes de régulation géniques[JM61].

Pour les espéces les plus étudiées (comme Escherichia coli, 1a drosophile, la souris, 'hu-
main ou encore Arabidopsis thaliana) et de plus en plus pour les espéces non classiques,
nous possédons actuellement I’ensemble du génome, du transcriptome, du protéome et du
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métabolome, un des séquencages de génome le plus connu étant bien évidemment celui
du génome humain [LLB*01]. Le domaine de la biologie des systémes s’est naturellement
développé pour permettre d’'intégrer I'’ensemble de ces connaissances par des approches
informatiques et mathématiques. L'objectif est de modéliser ¢n silico la réponse des diffé-
rentes espéces a différentes perturbations génétiques ou environnementales en ne limitant
plus les études a 'effet d'un seul géne ou d'une protéine, mais a I'étude du comportement
d’une cellule dans son ensemble, voire a moyen terme d'un organe ou d'un organisme en-
tier. [Kit01] défini quatre points essentiels a 'étude de systemes biologiques par la biolo-
gie des systémes : la conception du systéme étudié, sa structure, sa dynamique et enfin le
controle de ce systéme. Sil’étude fine de la dynamique et le contréle d'un modele semblent
a priori les plus intéressants pour analyser la réponse globale d'un systeme a des modifi-
cations internes et/ou externes, les deux premiers points sont tout aussi intéressants a étu-
dier. Ils sont non seulement indispensables dans le processus d’analyse mais intéressants en
eux-mémes. En effet, la reconstruction et I’étude "structurelle” du systeme étudié sont in-
dispensables a des études plus fines. Mais au dela de ¢a, la reconstruction méme du systéme
a étudier apporte des connaissances sur 'organisme ou les organismes étudiés via |'étape
compliquée de représentation des connaissances nécessaire. De méme I'étude de la struc-
ture du systeme (la plupart du temps sous forme de réseau) peut apporter de nombreuses
nouvelles connaissances.

Désormais les différents composés d'un systeme biologique (ADN, ARN, protéines, ...)
ne seront plus étudiés un a un mais tous ensemble. Linteraction entre ces différentes entités
sera la pierre angulaire de la biologie des systemes. Nous pouvons décomposer ces interac-
tions en trois types de réseaux, comme illustré dans la Figure 1.1 [MCR"11] :

- Les réseaux de signalisation [JLIOO] vont permettre de décrire I'’ensemble des méca-
nismes qui permettent a une cellule de répondre rapidement aux modifications de
son environnement en transmettant rapidement de 'information au sein de la cel-
lule. Cela se fera notamment par I'activation de différents récepteurs membranaires
qui pourront conduire a I'activation ou I'inhibition de genes.

— Les réseaux de régulation génique [DL05] vont regrouper I'ensemble des interactions
relatives a larégulation de |’expression des genes d'une espece. Cette régulation pourra
avoir en particulier lieu via des facteurs de transcription. La transcription de ces fac-
teurs de transcription sera elle-méme régulée par d’autres protéines.

— Lesréseaux métaboliques vont regrouper I’ensemble des réactions métaboliques pré-
sentes au sein d’'un systeme, c’est-a-dire des transformations chimiques de molécules
au sein de I'organisme. Ces réactions sont catalysées par des enzymes qui sont des
protéines codées par des genes.

Dans son article de référence, Kitano [Kit01] introduit quatre points essentiels a I'étude
de systemes biologiques : étudier la structure du systéme, puis sa dynamique, le controler,
et enfin concevoir des systemes minimaux vérifiant des propriétés fixées.

Pour mieux comprendre ces aspects, nous pouvons nous référer a une analogie entre un
réseau biologique et un réseau routier.

Ainsi nous pouvons analyser la structure d’'un graphe découlant de 1'analyse de don-
nées biologiques de la méme maniére que nous pouvons analyser une carte routiere. Il est
par exemple possible de chercher le chemin le plus court entre deux endroits (molécule ou
ville), de regarder les nceuds du réseau qui sont les plus connectés au reste du réseau (qui
pourraient correspondre a une molécule ou une ville plus importante que les autres), etc.
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FIGURE 1.1: Représentation des principaux processus se produisant dans une cellule. La
cellule recoit des signaux extérieurs qui engendrent des cascades de signalisation a I'inté-
rieur de la cellule. Ces signaux et les cascades induites sont étudiées dans les réseaux de si-
gnalisation. Ce signal arrive jusqu’au noyau et engendre une régulation de I'expression des
genes. Cette régulation sera étudiée par les réseaux de régulation géniques. Les génes sont
ensuite transcrits en ARN messagers qui pourront étre traduits en protéines. Certaines de
ces protéines (appelées enzymes) pourront catalyser des réactions métaboliques qui trans-
formeront les molécules présentes a I'intérieur de la cellule ou importées de I’extérieur. Ces
réactions sont étudiées dans les réseaux métaboliques.
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Les différents types de réseaux mentionnés ci-dessus ont fait I'objet d’analyses statiques
variées, mettant en évidence des structures différentes en fonction de la nature des ré-
seaux, ainsi que des motifs caractéristiques. Nous pouvons par exemple citer les travaux de
[JTA*00] qui ont montré que les réseaux métaboliques semblent suivre une structure sans
échelle, faisant de ces réseaux des réseaux petit monde. Si une structure globale semble exis-
ter dans les réseaux biologiques, il en va de méme a un niveau plus précis. Ainsi [Alo07] a
distingué et classé de nombreux motifs revenant souvent dans les réseaux biologiques.

Nous pouvons aussi étudier un réseau routier de maniere dynamique en ne regardant
plus seulement la structure de la carte routiére mais les différentes entités qui utilisent ce ré-
seau et les flux qui y circulent. Certaines sont relativement grosses et lentes, et se déplacent
habituellement entre des endroits précis prévus a 'avance. D’autres seront plus petites et
imprévisibles. L'étude des interactions au cours du temps entre ces différents acteurs per-
mettra de mieux comprendre la réalité d'un réseau routier, comparé a la seule étude de la
structure des routes. On pourra d’abord prédire I'importance des flux qui passent sur le ré-
seau routier, identifier les dépendances entre ces flux, y compris éloignés, et 'impact de
modifications locales sur I'état global du trafic. On pourra ensuite identifier les points de
controle de ce trafic pour mieux le réguler ou optimiser son comportement. Des méthodes
tres variées ont été développées pour étudier la dynamique des réseaux biologiques, mé-
thodes qui peuvent étre numériques, qualitatives, ou stochastiques en fonction des infor-
mations disponibles sur la réponse du systéme et de la nature des interactions en jeu. Nous
pouvons par exemple citer les travaux de Cornish-Bowden sur les cinétiques enzymatiques
[CB79] permettant aux modélisations continues du métabolisme de se développer.

Cette thése va se concentrer sur la toute premiere étape de ce processus, la reconstruc-
tion de cartes métaboliques, en particulier chez des espéces non classiques pour lesquelles
la quantité d’information en notre possession est limitée.

1.2 Réseaux métaboliques

1.2.1 Définition

Un réseau métabolique est défini comme un graphe dirigé biparti :

— un des ensembles de nceuds est constitué par des métabolites au sein de la cellule,

— l'autre ensemble nceuds correspond a des réactions métaboliques, qui tranforment
un certain nombre de métabolites en d’autres métabolites, souvent sous I'action d'un
catalyseur appelé enzyme. La réaction peut-étre unidirectionnelle (irréversible) ou bi-
directionnelle (réversible), en fonction des conditions intra-cellulaires.

La figure 1.2 montre une représentation graphique de deux réactions, la premiere (R1)
transforme une molécule A en une molécule B et est irréversible. La seconde (R2) réalise
une transformation conjointe des molécules B et C pour produire D. Cette seconde réaction
est réversible.

Ces réactions sont habituellement associées a des genes via une GPR (Gene Protein Re-
lation). Ainsi, chaque réaction est associée a une ou plusieurs enzymes qui vont catalyser
les réactions présentes dans le réseau. Ces enzymes sont elles-mémes obtenues via la trans-
cription, la traduction, et éventuellement la modification post-transcriptionnelle de un ou
plusieurs genes. De maniére générale les enzymes ne sont pas représentées dans les réseaux
métaboliques. Le lien est directement fait entre une réaction et un ou plusieurs genes. Les
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FIGURE 1.2: Représentation graphique d’un réseau métabolique composé de deux réac-
tions. La premiere réaction (R1) est irréversible et produit B a partir de A. La seconde (R2)
transforme B + C en D de manieére réversible.

éventuelles modifications post-traductionnelles influencant I'activité des enzymes ne sont
pas prises en compte a ce niveau mais pourront étre ajoutées directement dans la structure
du réseau ou en tant que surcouches de celui-ci.

Durant les cinquante dernieres années, les réseaux métaboliques ont été exploités dans
de nombreux domaines de la biologie. Nous pouvons en citer deux particuliérement no-
tables. En biologie évolutive, 'étude de réseaux métaboliques, souvent sous la forme de
structure de graphe, a permis une meilleure compréhension de la biologie et de I'histoire
évolutive des organismes étudiés. Dans ces approches, des alignements de séquences per-
mettent de suggérer une fonction de nature enzymatique pour un ensemble de genes don-
nés. La comparaison des voies métaboliques entre différentes espeéces et I'identification
d’enzymes spécifiques aux especes étudiées permet de comprendre globalement 'histoire
des especes ciblées d'un point de vue fonctionnel [FMP03].

Inspiré par les biotechnologies, 'étude des réseaux métaboliques a fait I'objet d’études
extrémement nombreuses durant les 20 derniéres années, en particulier des dépendances
induites par les conservations de masse et les stcechiométries des réactions. Un exemple
phare est I'étude de la régulation du métabolisme des globules rouges humains réalisé par
[PRP*03], de méme que tous les travaux sur le fonctionnement optimal du métabolisme
d’ Escherichia Coli. Ces approches s’appuient sur la décomposition en modes élémentaires
de voies métaboliques et des techniques d’optimisation linéaire [SDF99, PVPF04]. On se
dirige maintenant vers la biologie synthétique et la production contrdlée de métabolites
d’intérét, par exemple pour I'agroalimentaire ou I'industrie pétroliere [BS05, PW09]. Dans
cette direction, de nouvelles questions d’optimisation apparaissent actuellement, telles que
le calcul de "capacitance" permettant d’identifier les réactions chimiques a ajouter dans un
réseau métabolique pour maximiser la production d'un métabolite donné [LBG*12].

Durant cette thése, nous nous concentrerons essentiellement sur le premier de ces deux
points, en étudiant les points informatiques bloquants pour la reconstruction automatique
de réseaux métaboliques pour des organismes non-classiques, et ce qu’on peut en déduire
en terme de nouvelles connaissances biologiques sur ’espéce considérée. Les méthodes
d’optimisation linéaire utilisées dans les approches de nature biotechnologiques seront plu-
tot utilisées comme validation des résultats. L'exploitation et le raffinement des réseaux
d’espéces non-classiques pour permettre leur étude et leur controle sont pour I'instant envi-
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sagé dans le cadre de perspectives. Les questions que nous allons développer vont porter sur
les questions d’optimisation combinatoire et les questions de représentation des connais-
sances qui permettent de reconstruire un réseau métabolique.

1.2.2 Fonctionnalité d'un réseau métabolique : Analyse en Balance de Flux (ou
FBA : Flux Balance Analysis)

Pour tester et valider les méthodes qui vont étre discutées dans cette these, nous utilise-
rons principalement un critere de fonctionnalité quantitative. Dans ce but, nous introdui-
sons ici les différents éléments permettant de modéliser cette fonctionnalité.

La FBA est une technique d’analyse quantitative de la fonctionnalité de réseaux, et en
particulier de réseaux métaboliques. Elle va permettre de simuler le métabolisme d'une cel-
lule et de connaitre la distribution des flux de matiere passant a travers les réactions lors-
qu'un modele est al’état stable. Le calcul est trés rapide méme pour de tres grands réseaux.
Cette technique permet de faire de 'ingénierie, de simuler la réponse des cellules a diffé-
rentes conditions, des délétions de genes, etc. La FBA se différencie des méthodes classiques
d’étude de réseaux utilisant des systemes d’équations différentielles par la rapidité de calcul
etle peu d’'informations nécessaire aux simulations. Ainsi il n'y a pas besoin de connaitre les
constantes cinétiques des enzymes ou encore la concentration des métabolites internes au
systeme pour pouvoir effectuer des simulations.

Cette approche est basée sur I'hypothese que le systeme métabolique est a un état sta-
tionnaire, qui implique que des cellules en culture dans des conditions données utilisent
I'ensemble des nutriments a leur disposition pour créer de la biomasse. Etant donné qu'’il
n’y a ni création, ni de perte de matiere, les entrées dans le modele (les nutriments) corres-
pondront parfaitement a la production de biomasse qui est représentée par les métabolites
de l'organisme. D’un point de vue mathématique, le réseau sera représenté par une ma-
trice stecechiométrique S formée de n lignes et m colonnes. Chaque ligne représentera un
métabolite et chaque colonne une réaction. Les chiffres présents dans cette matrice corres-
pondront aux coefficients steechiométriques des réactions. Par exemple les réactions :

R1:2A+3B—2C+D
R2:3C+2A—4E

correspondent a la matrice stoechiométrique représentée en table 1.1.

TABLE 1.1: Exemple de matrice stoechiométrique

R1 | R2
Al -2 -2
Bi -3|60
C 2 | -3
D 1 0
E 0 4

Les réseaux métaboliques mettent en jeu un grand nombre de réactions (de 1'ordre du
millier), et chaque réaction implique en général moins d’'une dizaine de métabolites diffé-
rents. De plus, dans un réseau métabolique, le nombre de métabolites correspond environ
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al'ordre de grandeur de la taille du réseau (de I'ordre du millier de métabolites). A partir de
13, il ressort immédiatement que la matrice stoechiométrique est une matrice creuse, conte-
nant moins d’'une dizaine de valeurs non nulles par colonne.

Une des hypotheéses fondamentale de la FBA consiste a considérer que lors de I'étude
du systeme, celui-ci se situe a "un état stationnaire". D’un point de vue mathématique, cela
se représente par une contrainte simple :

avec S la matrice steechiométrique, v un vecteur de flux dont la taille fait le nombre de réac-
tions dans le modele, et v; le flux passant dans une réaction i. Ce flux correspond a la quan-
tité de matiére qui passe a travers chaque réaction pour que le systeme soit a I'état stable. 11
est bien évidemment possible d’avoir plusieurs vecteurs v qui satisfont cette contrainte.

Une fois cette contrainte émise, on va pouvoir travailler sur le reste du systéme. Pour
cela, on aura un autre type de contrainte : les bornes de flux pour chaque réaction. En effet,
chaque réaction ne pourra avoir qu'une quantité de flux comprise entre une borne infé-
rieure et une borne supérieure qui passera a travers elle. Typiquement, une réaction irré-
versible aura par exemple toujours une borne inférieure qui sera positive ou nulle et une
bonne supérieure positive. D’autre part, une réaction réversible aura forcément une borne
inférieure négative et une borne supérieure positive.

1.2.3 Optimisation d'une fonction objectif

Une fois ces deux contraintes posées (état stable et bornes sur les flux des réactions),
reste a savoir ce que I'on souhaite modéliser. Habituellement, le choix se porte sur une maxi-
misation de la biomasse. Le concept de "biomasse" représente le poids sec d’'une cellule,
c’est a dire la somme des quantités de chacun de ses composants les plus importants. Elle
se calcule sous la forme d’une combinaison linéaire Z = ¢ v dépendant des flux traversant
le réseau. Le vecteur Z peut étre estimé par des techniques de biologie permettant de mesu-
rer la concentration des composés au sein d'une cellule, ou il peut étre estimé en se basant
sur des biomasses précédemment définies chez des espéces proches physiologiquement.
Lors de I'étude, cette fonction de biomasse sera maximisée. Au final le probléme peut étre
représenté de la maniere suivante (pour une matrice S de taille NxM) :

Maximiser Z = ¢’ v

M
Avec: Z Sijvj=0,Viel.N
j=1
v;-mn svj< v;naX,Vj €l.N

Un vecteur de flux v qui permettra d’obtenir I'’ensemble des métabolites de la fonction
objectif dans les proportions voulues sera produit par les algorithmes de résolution de ce
probleme. Le vecteur c est alors un vecteur de poids qui représente la proportion dans la-
quelle chaque réaction de v participe a I'objectif. Etant donné qu’habituellement une seule
réaction (la réaction de biomasse) est comprise dans I'objectif, le vecteur c est entierement
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constitué de 0 et de un seul 1 a la position d’'intérét. Il est cependant possible d’optimiser
une combinaison de plusieurs réactions

Différents outils existent pour réaliser des études de FBA sur des réseaux métaboliques.
Le plus connu et le plus utilisé est la Cobra Toolbox [BFM*07] pour Matlab. Si I’outil est dis-
ponible librement, il est a noté qu'il tourne sur une plateforme (Matlab) qui n’est ni libre ni
gratuite, bien que présente dans la plupart des laboratoires d’informatique et de bioinfor-
matique. En revanche, la plupart des laboratoires de biologie ne sont pas équipés de cette
plateforme, ce qui limite son utilisation dans ces laboratoires. On peut en revanche signaler
qu'une implémentation en Python de la Cobra Toolbox existe, appelée CobraPy [ELPH13],
elle aussi totalement libre et gratuite et ne nécessitant pas I'installation préalable de Matlab
ou de solveur payants.

Les résultats prédits par les analyses basées sur ces concepts sont nombreux et variés.
Nous pouvons par exemple citer la prédiction du comportement d'un systeme a I'inacti-
vation d’'un gene [EP00, BES*01], la prédiction de croissance cellulaire [EIPO1, IEP02], la
modification de la performance d'un réseau métabolique suite a une déletion ou une addi-
tion de génes [BVMO1] ou encore la suggestion d’inactivation de génes afin d’augmenter la
production de métabolites [BPMO03, PBM04].

En ce qui concerne le sujet de cette these (reconstruction des réseaux métaboliques), ces
méthodes sont utilisées principalement pour vérifier la fonctionnalité des réseaux recons-
truits, via la définition d'une fonction de biomasse ou de cibles métaboliques prédéfinies.

1.2.4 Impact de la structure du réseau

Lanalyse de réseaux par balance des flux se heurte aujourd’hui a un probléme : I'utili-
sation de la stcechiométrie des réactions. En effet, si celle-ci est déterminante dans 'ana-
lyse, elle n’est pas toujours connue précisément et peut méme, parfois, ne pas étre déter-
minable. Nous pouvons par exemple citer les réactions de production de certaines molé-
cules telles que les acides gras qui, en s’allongeant, produisent toujours la méme molécule
(fatty acid + molecule — same fatty acid). Ce genre de réactions seront souvent re-
tirées du systéeme et pas prise en compte. De plus une des hypotheses de base de la FBA
consiste a avoir un systéme a I’état stable. Or on ne peut considérer qu'un systeme biolo-
gique est a 'état stable uniquement quand celui-ci n'est pas perturbé. Ainsi I'utilisation de
la FBA pour étudier des modifications de I'’environnement, de conditions de stress ou de
systemes de régulation peut se trouver limitée [RC09].

Dans le méme esprit, on note une certaine instabilité des tests de fonctionnalité. Les
implémentations et les vérifications inclues dans les suites logicielles liées aux réseaux mé-
taboliques ne sont pas toujours explicites et peuvent procéder a des transformations ca-
chées qui peuvent avoir un impact important sur la fonctionnalité des réseaux. Ainsi, le ré-
seau EcoCyc [KCVGC™05] présent dans la banque MetaCyc est présenté comme fonctionnel
par le logiciel Pathway Tools, qui inclut sa propre vérification de production de biomasse
par FBA [LKTK12]. Or, si nous récupérons le réseau directement depuis Pathway Tools pour
tenter d’appliquer des techniques de FBA sur ce modele, en utilisant la méme fonction de
biomasse, le réseau devient étrangement non fonctionnel. Il semblerait que Pathway Tools
procéde a des opérations de dégénéricisation de réactions qui transforment complétement
le résultat des analyses.
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De nombreuses méthodes ont été dérivées du cadre du FBA pour étudier les réseaux
métaboliques. On se référera par exemple a la figure 1.3 tirée de [PRP04] pour un panorama
de ces méthodes.

Parmi ces méthodes, nous voudrions insister sur une approche particulierement utile
pour vérifier la fonctionnalité des réseaux et le role de certaines réactions en leur sein, 'ana-
lyse de variabilité de flux (figure 1.3, 11).

1.2.5 Vérification de la fonctionnalité d’un réseau : Flux Variability Analysis

Lors de I'utilisation de techniques de FBA, nous obtenons habituellement une solution
qui optimise une fonction objective, comme par exemple une fonction de biomasse. Cepen-
dant, il peut exister des optimaux alternatifs a cette solution. L'analyse de variabilité de flux
(ou Flux Variability Analysis, FVA) [GT10] va permettre d’étudier ces optimaux alternatifs.
Nous pourrons ainsi obtenir les flux minimaux et maximaux possibles pour chaque réaction
tout en maintenant la fonctionnalité du réseau. Cette fonctionnalité globale pourra étre soit
complete (on garde le méme optimum), soit suboptimale si on ne garde qu'une partie de
I'optimum.

L'étude d'un réseau par FBA (décrite précisément au-dessus) nous permet d’obtenir la
valeur de |’optimum souhaité. Une fois cet optimum fixé, la FVA nous permettra de connaitre
les plages de flux pour chaque réaction qui permettent d’obtenir cet optimum. On pourra
ainsi définir différents types de réactions :

— Lesréactions obligatoires : 1a plage de flux passant a travers elles sera toujours positive

— Les réactions bloquées : les flux seront nuls dans tous les scénarios possibles

— Les réactions "accessoires" : les flux pourront étre nuls ou non

Les études de FVA peuvent se faire soit en conservant 'optimum inchangé, soit en pre-
nant des sous-optimums. D'un point de vue mathématique, on aura donc pour les plages
de flux correspondant parfaitement a I'objectif Z :

Maximiser ou minimiser v;
Avec:Sv =0

Umm <p< vmax

ZIUZZObj

Pour obtenir les plages de flux correspondant a des solutions sous-optimales, il suffit de
remplacer Z'v = Z,; par Z'v = Zyp,j.y avec y € [0;1] (plus gamma est proche de 1, plus on
est proche de I'optimum).

Différentes implémentations de la FVA existent, en utilisant des plateformes telles que
Matlab ou fonctionnant par elles-mémes. Nous pouvons notamment citer fastFVA [GT10]
compilé en tant que programme Matlab et qui peut utiliser les solveurs GLPK ou CPLEX.

1.3 Pipeline de reconstruction d’un réseau métabolique

Le développement des techniques de séquencage haut débit et leur cotit de plus en plus
faible, couplé au développement des autres méthodes "omiques" permettant d’obtenir de
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taboliques [PRP04]. La construction de I’espace des solutions est représentée au centre, les
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grandes quantités de données, nous permet aujourd’hui d’avoir de grandes quantités d’in-
formations. Ces informations, combinées entre elles, sont aujourd hui suffisantes pour re-
construire des réseaux métaboliques. Ces réseaux peuvent étre de taille et de qualité tres

variables.

Dans un récent article [MNP14] les réseaux métaboliques existant en février 2013 ont
été étudiés, notamment du point de vue de la couverture phylogénétique des especes mo-
délisées. La figure 1.4 présente un arbre de I'’ensemble de ces reconstructions. Il en ressort
qu'un tres grande majorité des réseaux métaboliques a I'échelle génomique appartiennent
au régne bactérien, et notamment aux protéo-bactéries. A l'inverse les eucaryotes et les
archaea-bactéries sont sous représentées, avec de nombreux phylum totalement non re-

présentés.
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FIGURE 1.4: Couverture phylogénétique des reconstructions de réseaux métaboliques en

février 2013[MNP14].

Pour tenter d’ homogénéiser les reconstructions, Thiele et Palsson [TP10] ont décrit une
méthodologie globale de reconstruction de réseaux métaboliques. La figure 1.5 tirée de cet
article résume I’ensemble de ce processus, qui sera décrit plus précisément par la suite. Une
analyse proposée par [HR14] reprend cette méthodologie en étudiant des outils de recons-
truction de réseaux métaboliques bactériens existants et réalisant plus ou moins automati-



18 Ftat de I'art

quement certaines des étapes de reconstruction.

1. Draft reconstruction Data assembly and dissemination
1| Obtain genome annotation. 95| Print Matlab model content.
2| Identify candidate metabolic functions. 96| Add gap information to the reconstruction output.
3| Obtain candidate metabolic reactions.
4| Assemble draft reconstruction. t
5| Collect experimental data.

4. Network evaluation

43-44| Test if network is mass-and charge balanced.

- 45| |dentify metabolic dead-ends.

2. Refinement of reconstruction 46-48| Perform gap analysis.
6| Determine and verify substrate and cofactor usage. 49| Add missing exchange reactions to model.
7| Obtain neutral formula for each metabolite. 50| Set exchange constraints for a simulation condition.
8| Determine the charged formula. 51-58| Test for stoichiometrically balanced cycles.
9| Calculate reaction stoichiometry. 59| Re-compute gap list
10| Determine reaction directionality. 60-65| Test if biomass precursors can be produced in standard medium.
11| Add information for gene and reaction localization. 66] Test if biomass precursors can be produced in other growth media.
12| Add subsystems information. 67-75| Test if the model can produce known secretion products.
13| Verify gene—protein-reaction association. 76-78| Check for blocked reactions.
14| Add metabolite identifier. 79-80| Compute single gene deletion phenotypes.
15| Determine and add confidence score. 81-82| Test for known incapabilites of the organism.
16| Add references and notes. 83| Compare predicted physiological properties with known properties.
17| Flag information from other organisms. 84-87| Test if the model can grow fast enough.
18| Repeat Steps 6 to 17 for all genes. 88-94] Test if the model grows too fast.

19| Add spontaneous reactions to the reconstruction.
20| Add extracellular and periplasmic transport reactions.
21| Add exchange reactions.

22| Add intracellular transport reactions. pAConverioniofreconsiniction

23| Draw metabolic map (optional). into computable format

24-32| Determine biomass composition. 38| Initialize the COBRA toolbox.
33| Add biomass reaction. ) v 39| Load reconstruction into Matiab.
34| Add ATP-maintenance reaction (ATPM). 40| Verify S matrix.

35| Add demand reactions. 41| Set objective function.

36| Add sink reactions. ) 42| Set simulation constraints.

37| Determine growth medium requirements.

FIGURE 1.5: Vue d’ensemble de la procédure de reconstruction de réseaux métaboliques
[TP10]. Les étapes 2 a 4 seront itérées jusqu’a ce que les prédictions réalisées par le réseaux
métaboliques soient en accord avec les observations biologiques.

L'analyse de cette référence permet de dégager quatre étapes majeures pour ce type de
reconstruction :

1. La construction d'une ébauche métabolique

2. Une amélioration de cette ébauche

3. Laconversion du réseau en un format analysable par des méthodes automatiques
4. L'évaluation de la qualité du réseau final

Ces quatre étapes, si elles ont été bien exécutées et ont conduit a un réseau de bonne qualité,
peuvent étre suivies de simulations et de prédictions. Nous allons maintenant décrire plus
en détail chacune de ces étapes.

1.3.1 Construction d'une ébauche métabolique

La premiére étape de la reconstruction d'un réseau métabolique consiste en la construc-
tion d'une ébauche ou esquisse (en anglais, draft) de réseau métabolique. Cette ébauche cor-
respond a un réseau de réactions métaboliques brut, qui est le plus souvent obtenu automa-
tiquement par extraction d’'informations dans les annotations d'un génome ou par I'étude
de réseaux métaboliques d’espéces cousines. En particulier, certaines réactions que I'on sait
étre présentes, i.e. fonctionnelles, chez I'espéce étudiée pourront étre absentes ou "erro-
nées" dans cette ébauche du fait d’annotations manquantes (ou de mauvaises annotations)
des geénes.
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La réalisation de cette étape s’appuie principalement sur une annotation fonctionnelle
précise du génome étudié, ou encore du transcriptome ou du protéome. Cette étape vise a
proposer une fonction potentielle a chaque géne d’intérét présent dans le génome.

Cela se fait généralement en utilisant différentes informations comme :

— Le numéro E.C.

— Les termes GO

— Des mots clefs

— Des noms génériques de réactions
Une fois que le génome est suffisamment annoté, il est, en théorie, possible de connaitre
précisément les réactions métaboliques associées a chaque annotation et donc a chaque
géne connu. Les bases de données de réactions métaboliques telles que KEGG [KGS*14]
ou MetaCyc [CAB*14] contiennent des informations détaillées sur ces réactions. Ces bases
de données ont, en outre, le gros intérét de posséder des identifiants internes cohérents a
travers les différentes réactions. Ainsi, une molécule donnée (comme le §-D-glucose par
exemple) possédera toujours le méme identifiant ("GLC" pour MetaCyc, "C00221" pour
KEGG) dans toutes les réactions produisant ou consommant cette molécule. Cette cohé-
rence des identifiants permettra de construire des réseaux métaboliques ot les différentes
réactions seront interconnectées entre elles grace a ces métabolites.

La qualité d'une ébauche métabolique, en particulier pour les especes non modeles,
va ainsi dépendre directement de 'annotation du génome. La qualité d’'une annotation va,
elle, dépendre de la fagon dont elle a été réalisée. En effet, il est possible de distinguer deux
classes d’annotations fonctionnelles : celles réalisées manuellement (ou validées manuelle-
ment) et celles ne reposant que sur une découverte automatique de la fonction des genes.
Les annotations manuelles, bien que moins nombreuses et plus longues a réaliser que les
annotations automatiques, sont normalement de bien meilleure qualité. Ainsi plus un gé-
nome sera annoté manuellement, meilleure devrait étre I'ébauche métabolique.

Différentes méthodes se basent en paralléle sur les connaissances sur le métabolisme
d’espéces cousines déja connues. Dans ces cas 13, on construit des modeles de références en
extrayant de I'information sur le métabolisme d'une sélection d’espéces. Différents scores
d’alignement permettent, soit a priori, soit a posteriori, de vérifier si les différentes réactions
sélectionnées doivent étre intégrées au réseau de I'espéce ciblée. Cela a par exemple été uti-
lisé lors de la reconstruction d'un réseau compartimenté et tenant compte de la spécificité
des tissus chez Arabidopsis thaliana [MOMM™12].

Cependant, comme noté par Monk, Nogales et Palsson dans [MNP14], I'utilisation de
réseaux métaboliques et d’annotations pour des espéces voisines perd de son efficacité au
fur et 2 mesure que s’accroit la distance phylogénétique entre ’espéce cible et les especes
sur lesquelles les réseaux métaboliques dont on dispose sont de bonne qualité. Ce probleme
est d’autant plus important chez certains eucaryotes pour lesquels la couverture phylogéné-
tique est faible, rendant la reconstruction de réseaux métaboliques chez ces phylum d’au-
tant plus important (figure 1.6).

Lors de la reconstruction de réseaux métaboliques, nous sommes confrontés a des pro-
blemes importants concernant ’hétérogénéité des données. Un gros travail d’intégration de
ces données précede obligatoirement la reconstruction de réseaux.

Une fois la liste des réactions métaboliques a inclure dans un réseau établie, il convient
de transformer cette liste en un fichier analysable par la plupart des méthodes informa-
tiques. Le format préconisé pour les réseaux métaboliques est le format SBML (Systems
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FIGURE 1.6: Limitations actuelles au développement rapide de la reconstruction de ré-
seaux métaboliques. Les éventuels points a améliorer sont indiqués en gris, les méthodes a
base de contraintes étant au centre des améliorations [MNP14].
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Biology Markup Language). Cette norme SBML n’est malheureusement pas suivie a la lettre
par grand nombre d’outils ce qui rend I'étude des réseaux métaboliques compliquée d'un
point de vue "formatage des données". De plus de nombreuses versions de la norme SBML
existent et ne sont pas forcément compatibles entre elles, rendant d’autant plus difficile
I'utilisation d’outils plus ou moins récents. Dans le cas des espéces non-classiques, nous
avons été particulierement confronté a la modélisation des réactions réversibles dans dif-
férentes études de cette these. Les discussions sur cette question seront détaillées dans la
section 2.2.3.

Par ailleurs, si les ébauches métaboliques sont créées par orthologie directe entre des
enzymes connues chez des espéces modeles et un nouveau génome, il faut étre capable de
faire le lien entre une réaction associée al’enzyme connue (pouvant provenir de KEGG, The
SEED, ou les réseaux utilisés dans CobraToolBox) et une réaction dans les formats ciblés
(MetaCyc par exemple). Ces liens entre bases de données de réactions sont extrémement
problématiques et sources d'imprécisions. Il existe cependant des méthodes pour établir
du lien entre elles. Par exemple la base de données MetaCyc donne parfois des liens vers
les réactions KEGG correspondantes. De plus, les numéros E.C. (lorsqu’ils sont précis) per-
mettent de relier entre elles les différentes réactions, un numéro E.C. précis ne pouvant en
théorie correspondre qu’'a une seule réaction. Dans cette direction, différentes approches
proposent de réconcilier les réactions métaboliques en fonction de différents critéres et an-
notations, mais aucune n’est exhaustive. Différents outils existent déja pour réaliser de telles
réconciliations entre les différentes bases de données. Nous pouvons par exemple citer Brid-
geDDb [vIPK* 10], MetaMerge [CSH* 12] ou encore MNXref [BBM™* 14]. L'outil MetaMerge, par
exemple, devrait permettre de fusionner des réseaux métaboliques créés pour une méme
espece a partir de différentes méthodes et bases de données. D’autre part MNXref est un
outil permettant de faire le lien entre les différentes bases de données de réactions métabo-
liques telles que MetaCyc, KEGG et beaucoup d’autres. Tout ces outils se basent sur diffé-
rentes informations pour réaliser 'homogénéisation entre les différentes bases de données
telles que la nomenclature chimique des réactifs des réactions, des références croisées entre
différentes bases de données, des noms ou synonymes, etc.

Outre la nature des données rencontrées, leur qualité peut également étre tres hété-
rogene. Les annotations, par exemple, sont a considérer avec précaution, notamment car
certaines d’entre elles ne sont pas complétes (ex. : absence du numéro E.C.) ou parce que
certains génes ne sont pas annotés du tout. Ces situations représentent une source impor-
tante de faux négatifs et de faux positifs lors de la création de 'ébauche métabolique. In-
versement, un gene entierement annoté manuellement et possédant I'’ensemble des élé-
ments nécessaires pour une recherche automatique de la réaction associée sera extréme-
ment fiable.

11 faut également faire attention au taux élevé de faux positifs générés par les recherches
d’homologues a partir de profils HMMs (Hidden Markov Models, ou modéles de Markov ca-
chés). Certains des profils sont en effet tres génériques du fait de 'existence de certaines
enzymes chez des organismes présents a travers ’ensemble de I'arbre du vivant, ce qui
engendre parfois des signatures floues et donc des faux positifs lors de la recherche d’ho-
mologues. L'absence de cohérence entre les différents outils d’alignements [RSS01, LSR03]
peut-étre source d’erreur et nécessite de définir des scores de réconciliations tels que dé-
crits, par exemple, dans [LDNS12].
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1.3.2 Raffinement de I'ébauche métabolique

Le résultat de I'étape précédente est un ensemble de réactions qui sont reliées entre
elles par les métabolites qu’elles partagent. Ces réactions ne correspondent pas forcément
a ’ensemble de celles ayant lieu dans I'espece étudiée du fait des erreurs et des manques
dans 'annotation. Il faut donc une seconde étape pour améliorer la qualité du réseau, qui
consiste a rajouter les réactions que I’on aurait pu manquer lors de la création de I'ébauche
métabolique ainsi que les génes qui pourraient y étre associés.

Pour réaliser cette étape, des connaissances biologiques qui ne seraient pas expliquées
par le réseau actuel sont nécessaires. Pour cela, il est possible d'utiliser I'’ensemble des mé-
tabolites dont la présence dans I'organisme d’intérét a été prouvé expérimentalement, no-
tamment par du profilage métabolique. En effet, il apparait évident que le réseau métabo-
lique correspondant a cet organisme doit contenir les voies compléetes nécessaire a la pro-
duction de ces molécules. Nous nous concentrerons cependant ici sur I’exploitation de pro-
fils métaboliques, puisqu’il s’agit de la base de la plupart des méthodes de reconstruction
de réseaux métaboliques.

Pour étudier leur productibilité, il faut connaitre le milieu de croissance dans lequel I'or-
ganisme d’intérét est cultivé. En effet, les cellules d'un organisme vont récupérer, dans ce
milieu, tous les nutriments nécessaires a la croissance, et donc a la production de biomasse.
Bien évidemment, plus I'information sur ce milieu de culture est grande, meilleure sera la
reconstruction. Le cas parfait correspond a un organisme pouvant croitre a différentes vi-
tesses dans différentes conditions, et pour lequel la vitesse de consommation des différentes
molécules du milieu de culture est connue. Sil’organisme n’est pas cultivable en laboratoire,
il faudra estimer les conditions nécessaires a la croissance a partir de la bibliographie ou de
toute autre source d’informations.

Une fois le milieu de culture parfaitement décrit, nous allons pouvoir étudier par diffé-
rentes méthodes si ce milieu de culture, associé al’ébauche métabolique, permet de prédire
la production des molécules identifiées expérimentalement. Cette prédiction peut se faire
par différents types de simulations, que I'on peut classer globalement en deux groupes :
les simulations topologiques et les simulations numériques. Les simulations topologiques
consistent en une recherche de chemins dans le graphe métabolique partant d'un set de
neeuds "molécules” correspondant au milieu de croissance de 'organisme et allant jusqu’a
I’ensemble des nceuds correspondant aux métabolites identifiés comme productibles par
I'espéce étudiée [RKO1]. Les simulations numériques consistent le plus souvent en une ana-
lyse d’'un systéme de contraintes linéaires dictées par la structure et la steechiométrie du ré-
seau métabolique, comme c’est le cas avec la FBA [FS86]. Elles nécessitent plus de connais-
sances biologiques qu'une recherche topologique, notamment sur la quantité de molécules
présentes dans la biomasse et la stcechiométrie précise des réactions, afin de permettre une
optimisation des flux de molécules passant a travers les réactions pour que le résultat théo-
rique corresponde aux connaissances biologiques. Un des apports de cette thése consistera
précisément a étudier I'impact de ces différentes modélisation du concept de productibilité
sur la qualité de la reconstruction (chapitre 2).

Si toutes les molécules sont productibles a partir de I’ébauche métabolique et de la com-
position du milieu de culture, c’est un signe que la reconstruction initiale a partir des an-
notations a été particuliérement efficace. Etant donné les erreurs d’annotations, de séquen-
cage et les spécificités de chaque espéce, ce cas est extrémement rare. Pour produire les mé-
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tabolites identifiés expérimentalement, il a toujours été nécessaire de rajouter des réactions
au réseau. Cette addition peut étre manuelle [FMR*12] quand des experts de I'organisme
connaissent parfaitement le métabolisme de celui-ci. Une complétion manuelle peut ce-
pendant étre extrémement longue et risque de n’apporter au réseau que des informations
déja connues par les biologistes.

Larecherche des réactions a ajouter dans le réseau peut également étre réalisée automa-
tiquement. De trées nombreuses méthodes existent pour effectuer cette étape mais reposent
presque toutes sur le méme principe de parcimonie, c’est-a-dire d’inclure le minimum pos-
sible de réactions dans le réseau. Pour choisir ces réactions, la plupart des méthodes ne
donnent pas une solution unique mais un ensemble de solutions possibles. Ces solutions
sont ensuite classifiées selon des scores généralement basés sur des données d’orthologie
ou de phylogénie. Les approches de complétion se ramenent a des questions d’optimisation
que nous détaillerons dans le chapitre 2.

1.3.3 Evaluation du réseau final

Apreés cette étape, le réseau métabolique obtenu doit étre de qualité suffisante pour pou-
voir réaliser différentes prédictions.

La complétion du réseau métabolique va produire une liste de réactions susceptibles
d’étre ajoutées au réseau. Ces réactions étant en trés grande majorité catalysées par des
enzymes, il convient de rechercher si les enzymes en question sont présentes chez l'es-
pece étudiée. Pour cela, il faut rechercher d’éventuels genes qui pourraient coder pour ces
enzymes dans le génome. Cette recherche peut se faire en utilisant différentes techniques
telles que la recherche d’orthologues [LSR03], la recherche de signatures de familles de pro-
téines [FBC™ 14], etc.

L'évaluation du réseau final se fait habituellement au niveau fonctionnel en utilisant des
méthodes de Flux Balance Analysis (FBA). Si des données précises de quantification de cer-
taines molécules sont disponibles, il est assez aisé de créer une fonction objectif et de tester
la croissance virtuelle de 'organisme en utilisant des algorithmes d’optimisation linéaire.
Si ces données ne sont pas disponibles, il est toujours possible de reconstruire une fonc-
tion objective "virtuelle" en se basant sur celles existantes chez d’autres espéces, si possible
proches au niveau phylogénétique et/ou au niveau physiologique.

Si différentes données de croissance obtenues au cours de plusieurs conditions de cul-
ture sont disponibles, la FBA pourra étre appliquée pour chaque condition et les résultats
pourront étre comparés avec la croissance mesurée expérimentalement. Siles résultats sont
corrélés entre les analyses de simulation et les observations biologiques, cela suffit habituel-
lement a valider la qualité globale d'un réseau métabolique.

1.3.4 Pipelines existants

Plusieurs logiciels ou groupes de logiciels permettent de réaliser une ou plusieurs des
étapes de reconstruction citées précédemment. Comme indiqué par Hamilton et Reed en
2014 [HR14], la reconstruction automatique d'une ébauche est maintenant proposée de
maniere automatique par la plupart des plate-formes logicielles. La plupart de ces méthodes
nécessitent tout de méme une part de curation manuelle, souvent guidée par différentes ap-
proches. En revanche, 'ensemble des analyses relatives a la fonctionnalité du systéme sont
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généralement laissées a la charge de l'utilisateur, avec un accompagnement limité, et peu
d’automatisation. Il faut cependant noter que les principaux pipelines ici mentionnés sont
plutdt des canevas sur lesquels se positionnent différents outils qui permettent d’améliorer
I'efficacité et/ou 'automatisation des méthodes dans des contextes applicatifs particulier.

Dans leur article, Hamilton et Reed [HR14] étudient quatre outils de reconstruction glo-
bale de réseaux métaboliques microbiens : Subliminal [SSM*11b], Model SEED [HDB*10],
Raven [ALS*13] et Pathway Tools [KPK*10]. La figure 1.7 résume les points positifs et né-
gatifs de ces outils. Il est également possible d’étendre cette étude aux organismes non
microbiens en citant MetaNetter [JBBG08] qui permet d’'inférer des réseaux métaboliques
a partir de données de métabolomique, en se basant sur la différence de masse entre les
différents métabolites pour inférer des réactions (comme la disparition d'une molécule de
CO- par exemple). Cet outil et ceux associés mettent particulierement en avant la visualisa-
tion des réseaux métaboliques apres reconstruction. Une autre plateforme de reconstruc-
tion automatique de réseaux métaboliques microbien existe, MicroScope [VBC*13]. Cette
plateforme permet de reconstruire et d’étudier un réseau métabolique bactérien a partir
d’'un génome brut, en utilisant notamment la structure particuliére de ces génomes et en
accompagnant l'utilisateur tout le long du processus.

Lanalyse de 'ensemble de ces plate-formes fait ressortir un manque dans la recons-
truction automatique ou semi-automatique de réseaux métaboliques eucaryotes a partir
de données génétiques.

1.4 Complétion de réseaux : probléemes d’optimisation induits

Les différentes problématiques informatiques relatives a la reconstruction d'un réseau
métabolique a partir de données brutes, relevent finalement de trois domaines différents :
il y a d’abord différentes questions autour de la représentation des connaissances pour ho-
mogénéiser et réconcilier les données provenant de différentes sources, il y a ensuite des
questions complexes en optimisation entiere, relative a la fonctionnalité des réseaux ou des
réactions. Enfin, la question de la complétion des réseaux métaboliques a été abordée avec
différentes méthodes et algorithmes. Dans cette partie, nous allons détailler les principales
approches existantes concernant ce troisieme point et discuter leurs limites.

1.4.1 Panorama général

La principale difficulté dans cette étude bibliographique réside dans le fait que les diffé-
rentes approches ne résolvent pas toujours le méme probléme. Dans tous les cas, il s’agit de
construire un réseau métabolique consistant, supporté par des observations biologiques en
partant d'un réseau brut incomplet et de connaissances additionnelles. Souvent, la consis-
tance avec les observations biologiques réside dans le fait que, lorsque I'on connait la com-
position du milieu de culture d'un organisme et que I'on a des données de métabolomique,
le réseau doit étre en mesure de trouver un moyen de produire les métabolites identifiés
a partir des nutriments du milieu de culture. Cependant, la notion de productibilité peut
varier en fonction des approches (quantitative, qualitative, globale ou probabiliste...). La
consistance peut aussi étre mesurée a 'aide de données d’expression, de protéomique, ou
a l'aide de critéres topologiques tel que réalisé lors de la création d'un réseau métabolgie
compartimentalisé d’ Arabidopsis thaliana [MOMM™12].
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FIGURE 1.7: Support apporté par les différents outils de reconstruction de réseaux méta-
boliques, de la création de I'ébauche jusqu’a I’évaluation de la qualité du réseau [HR14].
Les quatre étapes principales et certains des 96 points relevés par [TP10] sont étudiés.
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Si on prend du recul, les méthodes de complétion de réseaux métaboliques se basent

habituellement sur deux stratégies différentes :

— une approche descendante (dite top-down), qui consistera a ajouter toutes les infor-
mations disponibles a un instant donné, qu’elles soient intéressantes ou non, avant
de supprimer petit a petit les données les moins relevantes. On citera ici la méthode
OptStrain [PBMO04] et sa dérivation SMILEY [RPC*06] qui, a 'aide de programma-
tion MILP, a été utilisée pour reconstruire par exemple un réseau métabolique d'une
souche d’Escherichia coli [HJFP06] et une approche stochastique [CMK* 09] utilisée
pour reconstruire un réseau métabolique de Chlamydomonas reinhardtii [MWK* 08]
par exemple,

— une approche ascendante (dite bottom-up), qui partira uniquement de I'ébauche mé-
tabolique avant de rajouter progressivement des informations (et donc des réactions)
afin d’obtenir au final un réseau de bonne qualité. C'est en particulier 'approche
choisie dans la méthode GapFind [SKDMO07] et la méthode combinatoire Network-
expansion [ST09].

Les algorithmes sous-jacents aux différents méthodes ne sont pas toujours explicités, et
leur complexité peu étudiée. Cependant, Nikolski et ses collaborateurs ont montré dans un
cadre assez générique que I'extraction d'un sous-réseau satisfaisant un score minimal dans
un réseau métabolique est NP-difficile, en se ramenant a un probleme de Weighted Tree
Packing [NGMSO08]. On peut aussi noter I'’ensemble des travaux de Acuna et Sagot autour de
la complexité de différents problemes relatifs a 'identification de sources dans un réseau
métabolique [CMA*08].

1.4.2 Optstrain, SMILEY - top-down & MILP

OptStrain [PBM04] est une méthode impliquant quatre étapes afin de rajouter des réac-
tions provenant d'une base de données de réactions métaboliques a I'intérieur d'un réseau
pré-existant.

- La premiere étape consiste a télécharger et nettoyer la base de données de réactions
métaboliques. Les erreurs de stoechiométrie relativement importantes pouvant im-
pacter grandement les résultats de 'approche, toutes les réactions mal équilibrées ou
impliquant au moins un élément donc la composition n’est pas précise sont suppri-
mées de la base de données,

- La seconde étape consiste a ajouter 'ensemble de la base de données au réseau pré-
existant. Cela permet d’obtenir un "méta-réseau" grace auquel il est possible d’étu-
dier, a partir d'un ensemble de substrats, le rendement maximum possible pour la
production d’'une cible donnée. Cette étape ne prend pas du tout en compte l'origine
des réactions (base de données ou organisme étudié) utilisées pour maximiser la pro-
duction de la cible. Cette maximisation correspond a un probleme de programmation
linéaire,

— Une fois le rendement maximal identifié, la troisiéeme étape cherche a minimiser le
nombre de réactions provenant de |'extérieur en maintenant ce rendement. Ce pro-
bleme est modélisé et résolu par programmation linéaire mixte en nombres entiers
(MILP),

— Enfin la derniére étape va consister a faire en sorte de ne garder dans le réseau que
les réactions nécessaires pour maximiser le rendement de production de la cible étu-
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diée. L'ajout des réactions n'est pas automatique pour autant mais utilise ’algorithme
OptKnock [BPM03, PBMO03] pour éviter de découpler la production de biomasse et
celle du métabolite d’'intérét qui risquerait de conduire a une mort de 1'organisme
d’'intéreét.

Aucune étude particuliere ne semble avoir été effectuée pour tester la rapidité ou la qua-
lité de cette méthode. Il est uniquement indiqué que les optimisations prennent quelques
heures et que certaines prédictions réalisées sur une espece bactérienne donnée semblent
cohérentes avec des résultats biologiques. Cette méthode a été tres utilisée par la commu-
nauté. Nous pouvons notamment citer son utilisation pour étudier la production de succi-
nate par Mannheimia succiniciproducens [LLK05] ou encore la production de lactate par
FEscherichia coli [HJFP06].

Une extension de cette approche est la méthode SMILEY [RPC*06], qui donne la pos-
sibilité d’inclure des réactions de transport permettant d’excréter n'importe quel produit.
Cette approche a en particulier été utilisée pour la reconstruction de réseaux métaboliques
de Ostreoccocus [KYW'12].

1.4.3 GapFind, GapFill - bottom-up & MILP

En 2007, Kumar et ses collaborateurs [SKDMO07] ont développé une procédure d’opti-
misation linéaire pour identifier des trous dans les réseaux métaboliques, et proposer des
solutions afin de combler ces trous. Pour cela, ils commencent par identifier les métabolites
ne pouvant pas étre produits dans un réseau métabolique avant de restaurer la connectivité
du réseau en modifiant celui-ci ou en rajoutant des réactions a l'intérieur du modele.

GapFind va ainsi permettre d’identifier des trous dans les réseaux métaboliques. Ceux-ci
se manifestent par le fait qu’il existe des métabolites qui ne sont pas produits ou consommeés
par le réseau. A I'état stable, aucun flux ne pourra alors passer a travers ces métabolites ce
qui indique une erreur dans le réseau. De plus, si un ou plusieurs métabolites sont bloqués,
cela entrainera trés souvent une cascade de réactions bloquées. Par exemple, un métabo-
lite non consommé bloquera les flux dans toutes les réactions en amont de celui-ci a I'état
stable.

Les métabolites non produits peuvent étre identifiés en scannant la matrice stoechio-
métrique du réseau. En effet, il suffit de chercher toutes les colonnes contenant des valeurs
non positives (pour les réactions irréversibles) ou non nulles (pour les réactions réversibles).
Pour les métabolites non consommeés, on applique la méme méthode que pour les réactions
réversibles et on cherche des valeurs non négatives pour les réactions irréversibles. Cela per-
met d’identifier les "racines" des voies métaboliques bloquées par un métabolite non pro-
duit ou non consommé. Pour trouver les métabolites bloqués respectivement en amont et
en aval de ceux-ci, une simple inspection de la matrice stcechiométrique ne suffit pas. Les
auteurs ont alors mis en place un ensemble de contraintes permettant, pour chaque mé-
tabolite, de connaitre si celui-ci est bien produit et consommé. Les contraintes sont telles
que:

— Pour chaque réaction irréversible produisant un métabolite i, la réaction produit une

quantité € de i supérieure a zéro,

— Pour chaque réaction réversible qui inclut un métabolite 7, le métabolite est considéré

comme produit uniquement si la réaction produit une quantité ¢ de i supérieure a
zéro,
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— Un métabolite i doit posséder au moins une voie de production pour étre considéré
comme productible, c’est-a-dire qu’il doit étre le produit d’au moins une réaction ac-
tive,

— Les flux passant dans chaque réaction doivent étre compris entre des bornes supé-
rieures et inférieures imposées par le modele,

— Etant a I'état stable, les cellules continuent toujours a se diviser, il faut donc produire
un minimum de métabolites. Ils fixent dont }_ jcps Sijvj =20 Vi=1...N,

— Enfin, la fonction objective va maximiser le nombre de métabolites productibles.

Lensemble de ces contraintes fait en sorte de maximiser le nombre de métabolites consi-

dérés comme productibles. S’il reste des métabolites non productibles, c’est la preuve d'un
manque dans le réseau métabolique.

Une fois les trous identifiés, il convient de les combler. Pour cela les auteurs ont dé-
veloppé GapFill afin de rechercher si inverser le sens des réactions, rajouter des réactions
provenant de bases de données, ou rajouter des réactions de transport permettent de com-
bler les trous du réseau et rendre I’ensemble des métabolites productibles et consommés.
Il s’agit 1a encore d’'un probleme d’optimisation linéaire en nombres entiers ayant comme
objectif de minimiser le nombre de réactions provenant de bases de données ajoutées dans
le réseau initial. Les différentes contraintes a respecter sont :

— Pour chaque réaction réversible qui inclut un métabolite i, le métabolite est considéré
comme produit uniquement si la réaction produit une quantité € de i supérieure a
zéro,

— Les additions de réactions doivent conduire a une production minimale des métabo-
lites jusqu’a présent non productibles,

— Les flux passant dans chaque réaction doivent étre compris entre des bornes supé-
rieures et inférieures imposées par le modéele,

— Les réactions ajoutées au réseau métaboliques doivent toutes avoir des flux non nuls
passant a travers elles.

Lensemble du processus est réalisé pour trouver le minimum de réactions a ajouter pour
pouvoir produire et/ou consommer chaque métabolite cible du réseau.

Lensemble des contraintes définissant GapFind et GapFill est extrémement intéressant
et produit des résultats biologiquement valides. Ainsi, GapFind/GapFill ont été utilisés in-
tensivement par 1'équipe ayant créé la méthode. En dehors de cette équipe, nous pouvons
citer son utilisation pour la reconstruction du réseau métabolique de Gordonia alkanivo-
rans [AKRI13], du pathogene Salmonella Typhimurium LT2 [THS*11] et d’'une souche de
Clostridium beijerinckii produisant du butanol [MER" 11].

On peut cependant apporter quelques critiques a cette méthode. La premiére est que,
si 'encodage des contraintes est disponible librement, celui-ci s’applique uniquement au
solveur GAMS qui, lui, est payant et relativement cher. Cela empéche toute comparaison
neutre entre cet outil et les outils existants. De plus, a ma connaissance, aucun test n’a été
effectué pour connaitre le comportement de la méthode face a un accroissement de la taille
des jeux de données. Il est donc difficile de savoir si ce logiciel fonctionne dans un contexte
ou la taille des bases de données et la complexité des réseaux augmentent sans cesse.

11 est également possible de se poser la question de la conséquence que pourrait avoir
l'introduction d’un faux positif au niveau des réactions lors de la premiére reconstruction
du réseau. Une seule réaction consommant deux molécules et en produisant deux autres, si
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celle-ci est ajoutée "loin" de toutes les voies métaboliques existantes, amenerait la recons-
truction d'une longue voie métabolique pour raccorder I’ensemble des quatre métabolites a
I’ensemble du réseau. De méme, si la technique initiale semble limitée a la recherche d’'une
solution unique, des techniques d’optimisation linéaire pourraient étre appliquées pour ob-
tenir 'ensemble des solutions existantes, mais la encore nous pouvons nous interroger sur
l'utilisabilité en pratique de ces méthodes.

Enfin on peut s'interroger sur la contrainte }_ jeps S;jvj = 0 Vi = 1...N al’état stable. Cette
contrainte indique que le réseau (étant a I'état stable) peut produire une quantité illimitée
de tous les métabolites, ce qui relache énormément les contraintes de modélisation clas-
siques ot habituellement, nous avons ¥ jeps Sijv; = 0 qui force le systeme a ne pas créer de
matiere.

1.4.4 Christian et al - top-down & stochastique

Nils Christian et ses collaborateurs proposent une méthode stochastique de complétion
de réseaux métaboliques[CMK™ 09]. Cette méthode est basée sur une approche "top-down",
commencant par une complétion tres large qui sera ensuite précisée au fur et a mesure des
différentes itérations.

Le cceur de la méthode consiste a identifier des groupes minimaux de réactions (appe-
lées "extensions") permettant de compléter le réseau métabolique pour produire des méta-
bolites sélectionnés a partir des nutriments du milieu de culture.

— Lalgorithme consiste, dans un premier temps, a ajouter ’ensemble des réactions conte-

nues dans une base de données de réactions métaboliques au réseau incomplet,

— Une fois cette addition réalisée, il convient de regarder 'ensemble des métabolites
d’intérét productibles a partir du réseau incomplet auquel on a ajouté la base de don-
nées. Ces métabolites d'intérét formeront alors la base de travail autour de laquelle la
méthode fonctionnera,

— Lors d'un processus itératif, a chaque pas de temps, une réaction (provenant de la
base de données) tirée aléatoirement sera enlevée du réseau. Si le réseau garde sa
fonctionnalité (c’est a dire si les métabolites d’intéréts sont toujours productibles a
partir des nutriments), cette réaction est définitivement retirée de I'extension. Si le
fait de retirer cette réaction supprime la fonctionnalité du réseau, celle-ci semble étre
indispensable a cette fonctionnalité et sera donc remise dans I’extension et ne sera
plus testée avant la fin du déroulement de la méthode. La fonctionnalité utilisée par
les auteurs est topologique mais, hormis les temps de calcul, rien ne semble s’opposer
a une étude quantitative de la fonctionnalité,

— Puisque les extensions obtenues vont dépendre énormément de 'ordre dans lequel
les réactions sont tirées, les auteurs recommandent de réaliser un grand nombre de
tirages aléatoires de I'ordre de test des réactions,

— Lerésultat de cette méthode correspondra a un ensemble d’extensions possibles. Les
réactions présentes dans les extensions vont étre analysées d'un point de vue statis-
tique pour classer les réactions par ordre d'importance afin de pouvoir les étudier
manuellement par la suite.

Finalement, cette approche consiste donc a explorer I'espace de toutes les complétions

fonctionnelles qui sont minimales au sens ensembliste du terme (si on enléve une réaction,
la fonctionnalité globale du systéme n’est plus vérifiée). On peut cependant regretter qu’au-
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cune estimation de la taille de cette espace ne soit proposée, ce qui ne permet pas de décider
sile nombre d’itérations est suffisant pour 'explorer de maniére fiable.

De plus cette méthode ne propose pas une "bonne" solution. En effet, rien n’assure
qu’ajouter 'ensemble des réactions revenant souvent dans les simulations suffit au final a
compléter le réseau pour le rendre fonctionnel. Imaginons par exemple un cas ol dix réac-
tions différentes permettraient de compléter le méme "trou" dans un réseau. D’aprés ’aléa
créé par la méthode, chaque réaction reviendrait dans 1/10eme des simulations, ces réac-
tions prises une par une auraient alors un score final faible et ne seraient probablement pas
inclues automatiquement dans le réseau final. Celui-ci perdrait ainsi sa fonctionnalité, ce
qui est pourtant la raison initiale du développement de cette méthode.

Pour essayer de limiter ce biais, les auteurs associent un "score biologique" aux réac-
tions et biaisent plus ou moins fortement le tirage aléatoire de I'ordre dans lequel les réac-
tions sont étudiées. Plus le score sera fort, moins une réaction aura de chance d’étre tirée
"tot". Ce score peut se baser sur différentes informations telles que des scores de simila-
rité de séquence entre des enzymes connues pour catalyser les réactions présentes dans les
bases de données et les protéines produites par le génome de I'espéce d’'intérét. Puisque
plus une réaction est testée tot, plus elle a de chances de ne pas étre présente dans I’exten-
sion au final, ces classifications des listes de réactions permet d’améliorer grandement les
capacités de prédiction de la méthode.

Cette approche a notamment été utilisée pour améliorer les réseaux métaboliques des
algues vertes Chlamydomonas reinhardtii MWK 08] et Ostreococcus [KYW* 11]. 1l est éga-
lement possible de citer son utilisation pour étudier les relations métaboliques existantes
entre des plantes et des phytopathogénes [DCS™13]. On peut regretter que les implémenta-
tions des algorithmes ne soient pas mises a disposition. Une ré-implémentation de 1’algo-
rithme au laboratoire (durant un stage) a cependant suggéré qu’il ne passait pas a I'échelle
quand la taille de la base de données de référence augmente.

1.4.5 Network-expansion - bottom-up & optimisation combinatoire

En 2009, Torsten Schaub et Sven Thiele proposent une méthode [ST09] permettant de
compléter des réseaux métaboliques d'un point de vue qualitatif en s’affranchissant de la
nécessité d’obtention de données cinétiques. Par rapport aux approches précédentes, I'idée
est de vérifier la fonctionnalité du réseau d'un point de vue qualitatif (accessibilité des mé-
tabolites) sans prendre en compte les contraintes induites par la stoechiométrie du systeme
qui pourront étre vérifiées dans un second temps. En reformulant ce probléme de maniére
combinatoire, Schaub et Thiele proposent d’utiliser des méthodes d’optimisation récentes
pour énumérer intégralement I’espace des solutions du probléme.

Comme pour les précédentes approches, les auteurs sont partis du constat que la grande
majorité des réseaux métaboliques reconstruits automatiquement sont incomplets. De plus,
les bases de données de réactions métaboliques sont de plus en plus exhaustives et leur uti-
lisation n’en devient que plus pertinente. Enfin, il y a a disposition des données biologiques
pour la plupart des organismes biologiques pour lesquels un réseau métabolique est re-
construit ou en cours de reconstruction, et qui sont utilisables pour I'étape de complétion.

Lidée générale des auteurs est qu'une réaction ne peut avoir lieu uniquement que si
les réactants de celle-ci sont présents, soit dans un milieu de culture donné, soit comme
produit d'une autre réaction. Ainsi, en partant des métabolites présents dans un milieu de
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culture (les métabolites graines) il devient possible de déterminer le "scope" des graines,
c’est a dire I'ensemble des métabolites productibles a partir des graines et des réactions
présentes dans un modele.

Lapproche s’appuie ainsi sur des données expérimentales comme la présence de cer-
tains métabolites dans une cellule (métabolites cibles). La méthode regarde si ces cibles
font partie du scope des graines. Si c’est le cas, le réseau métabolique peut étre considéré
comme suffisamment complet pour expliquer I'existence de ces cibles. Si ce n’est pas le cas,
il conviendra d’ajouter des réactions dans le réseau pour permettre aux cibles de faire partie
du scope des graines. Ajouter I'ensemble des réactions provenant d'une base de données de
réactions comme MetaCyc permet (généralement) de produire 1'ensemble des cibles. Ce-
pendant, toute capacité d’étude biologique ultérieure du réseau sera perdue du fait de la
trop grande quantité de faux-positifs. Les auteurs proposent donc d’utiliser un principe de
parcimonie pour minimiser le nombre total de réactions a ajouter au réseau, et ainsi mini-
miser les modifications faites a un réseau que I'’on considere initialement de bonne qualité.
Ce probléme est par nature extrémement combinatoire et donne de trés nombreuses solu-
tions.

Contrairement aux approches précédentes, cette modélisation n’a pas fait 'objet d'une
résolution algorithmique ou en programmation entiere, mais d'une résolution déclarative.
En effet, les auteurs ont modélisé les concepts de scope et d’accessibilité dans un langage
déclaratif puis utilisé des techniques d’optimisation combinatoire particulierement effi-
caces pour résoudre ce probleme. Plus précisément, la modélisation et la résolution du
probleme sont basées sur des technologies apparues relativement récemment, dite de pro-
grammation par ensemble réponse (ou Answer Set Programming, ASP) [Bar03, GKKS12],
qui sont connues pour étre particulierement efficaces pour résoudre des problemes NP-
dur. La programmation par ensembles réponses propose un cadre déclaratif pour modéliser
des problemes combinatoires. Le caractere déclaratif et la haute performance des solveurs
ASP actuels permettent de se concentrer sur les problemes de modélisation plutot que de
rechercher des facons intelligentes de traiter ces problémes. Lidée de base d’ASP est d’ex-
primer un probleme sous forme logique de maniere a ce que les modeles sortant de cette
représentation donnent les solutions au probléme initial. Les problémes sont exprimés en
tant que programmes logiques et les modeles résultants sont appelés "ensembles réponses”
(ou Answer Sets). Ces ensembles-réponses sont identifiées a I'aide de technologies inspirées
par les approches SAT et les bases de données. Il est bien évidemment possible de détermi-
ner, a I’aide d’ASP, si un programme posséde un ensemble réponse, mais d’autres modes de
raisonnement sont nécessaires pour couvrir I'’ensemble des problemes que 'on peut ren-
contrer en pratique. Ainsi il sera possible d’identifier aisément I'intersection ou I'union de
I'ensemble des ensembles réponses. De la méme maniére, lister I'intégralité des ensembles
réponses pourra étre possible.

Dans leur article, Schaub et Thiele proposent une implémentation de cette approche
en ASP, en utilisant la suite Potassco [GKK*11]. L'implémentation est détaillée en annexe B.
IIs ont ainsi montré sur différents exemples tirés de dégradations d'un réseau métabolique
d’ Escherichia coli que leur implémentation en ASP permet de compléter un réseau en un
temps raisonnable tant que les dégradations de réseaux et la taille de la base de données
utilisée pour compléter n’est pas trop grande. En revanche deés que la taille de la base de
données de référence devient trop grande l'outil n'arrive plus a calculer de complétions,
laissant de la place a de grandes améliorations de la méthode.
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TABLE 1.2: Description générale d’outils de complétion de réseaux métaboliques.

Nom Approche Méthode Disponibilité ~ principe
OptStrain top-down MILP Non disponible Nombre minimal de réactions a
[PBMO04] ajouter pour maintenir le ren-

dement optimal du réseau ini-
tial associé a une banque de ré-

action.
SMILEY top-down MILP Code Matlab Comme OptStrain avec prise en
[RPC*06] compte de réactions de trans-
port
GapFill bottom-up MILP Code GAMS Nombre minimal de réactions a
[SKDMO07] ajouter pour produire des mé-

tabolites internes (préalable-
ment identifiés) empéchant la
formation de biomasse.

Christian top-down  stochastique Non disponible  Exploration non exhaustive de
[CMK*09] l'ensemble des sous-ensembles
de réactions minimaux au sens
ensembliste qui restaurent la
fonctionnalité globale du sys-

teme.
Network bottom-up recherche ASP Exploration  exhaustive de
Expansion combina- I'ensemble des plus petits sous-
[ST09] toire ensembles qui restaurent la

fonctionnalité du systéeme au
sens topologique.

Lintérét principal de cette approche réside dans le fait que les auteurs effectuent une
énumération exhaustive de I’ensemble des solutions qui permettent la production de I'en-
semble des métabolites cibles plutdt que ces cibles une a une. Cependant, le prix a payer
pour cela est de relaxer la contrainte de fonctionnalité puisqu’ils ne font plus qu'une véri-
fication topologique de la productibilité des cibles sans prendre en compte les contraintes
induites par la stcechiométrie et les équilibres internes du systéme.

1.4.6 Comparaisons

Finalement, les différentes propriétés des méthodes étudiées ci-dessus sont étre syn-
thétisées dans la table 1.2. On notera en particulier des difficultés liées a ’accessibilité des
méthodes, leur utilisation générique, et leur comparaison.

En détaillant plus précisément les différentes approches, on constate finalement qu’elles
ne résolvent pas toutes le méme probleme d’optimisation. Pour résumer, nous pouvons dire
que OptStrain et SMILEY vont chercher a obtenir une fonctionnalité maximale des réseaux
pendant que GapFill cherchera a produire chaque métabolite cible individuellement plutot
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TABLE 1.3: Description fonctionnelle d’outils de complétion de réseaux métaboliques.

Nom Production  Fonctionnalité = Espace de solution Minimalité

OptStrain et biomasse quantitative une seule solution  Taille des solutions

SMILEY

GapFill cibles inter- quantitative une seule solution  Taille des solutions
médiaires

Christian ensemble de topologique échantillonnage Ensembliste

cibles
Network- ensemble de topologique énumération Taille des solutions
expansion cibles globale et union
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que d’essayer d’optimiser la biomasse dans son ensemble. Dans les deux cas il est possible
de trouver une solution unique en suivant la méthode présentée méme s’il semble pos-
sible d’obtenir 'ensemble des solutions en utilisant des techniques propres aux MILP tel
que I'"integer cut", mais aucune donnée sur le fait que cette technique serait utilisable en
pratique d’'un point de vue du temps de calcul n’est disponible a notre connaissance. La mé-
thode développée par Nils Christian permet, elle, une exploration plus complete de I'espace
des solutions via un échantillonnage de solutions minimales d'un point de vue ensembliste.
Enfin Network-expansion va arriver a étre exhaustif dans I’énumération des solutions tout
en cherchant a produire I’ensemble des molécules présents dans la biomasse. Ces deux der-
nieres méthodes relachent quelque peu la contrainte de fonctionnalité étant donné que la

fonctionnalité ne sera plus étudiée que d'un point de vue topologique.

D’un point de vue biologique, le fait de choisir une méthode de complétion globale, qui
prend en compte 'ensemble des métabolites que 'on sait présents chez une espéce, sans
pour autant avoir besoin de connaitre la concentration précise de ceux-ci, permet d’avoir
une complétion beaucoup plus large du réseau avec des informations incomplétes. Ceci est
également un gros apport comparé aux méthodes de complétions manuelles qui n’utilisent
que les connaissances pré-existantes chez une espéce pour créer le réseau, au risque de
n’apporter aucune nouvelle connaissance au modele ainsi créé.

Le fait d’avoir une énumération exhaustive des solutions (dont on peut faire 'union
ou l'intersection) permet d’éviter de faire un choix entre les différents modeles proposés,
ce choix se faisant habituellement par la création de scores impliquant la similarité de sé-
quence et/ou des informations provenant de la phylogénie. Chez des espéces trop lointaines
des espéces modeles, ces deux informations risquent de biaiser une éventuelle reconstruc-
tion du fait d'une trop grande divergence des séquences avec les séquences connues. D’éven-
tuels transferts horizontaux de génes risquent également de poser problémes, les génes im-
pliqués pouvant étre tres éloignés phylogénétiquement entre deux especes étudiées.

Cependant, il faut bien noter que I'approche de Network-expansion, qui a les deux ca-
ractéristiques précédentes, nécessite de relaxer le critere de fonctionnalité du systéme puis-
que les équilibres stcechiométriques internes ne sont plus pris en compte. Un des objectifs
de cette these fut d’utiliser et d’améliorer les méthodes combinatoires de Network-expansion
pour permettre a cette approche de passer a I’échelle sur des réseaux eucaryotes pour des
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especes non-classiques. Nous en avons profité pour tester I'impact de la modélisation com-
binatoire de la productibilité au lieu de la fonctionnalité issue de la steechiométrie. Ces
questions seront abordées au chapitre 2.

1.5 Reconstruction de réseaux métaboliques pour les algues

Lobjectif de la these est de développer des méthodes informatiques pour permettre la
reconstruction de réseaux métaboliques pour des espéces non classiques telles que celles
étudiées dans le projet Investissement d’avenir Idealg (macro-algues). Dans cette section,
nous proposons une revue bibliographique des enjeux spécifiques a la reconstruction de
réseaux pour les algues.

1.5.1 Lesréseaux métaboliques chez les plantes

De par son statut d’organisme modele en génétique, Arabidopsis thaliana a profité tres
rapidement des développements de la reconstruction de réseaux métaboliques. D’autres
plantes telles que le mais ont également recu I'attention de la communauté scientifique de
par leur intérét dans I'agroalimentaire. Les plantes étant souvent des organismes possédant
plusieurs tissus et organites, leur modélisation s’en retrouve d’autant plus compliquée et
leur analyse d’autant plus intéressantes. Des revues completes et récentes de ces recons-
tructions [SHH12] et des perspectives [dODN13] existent, nous allons ici discuter des spé-
cificités de la reconstruction de réseaux chez ces organismes photosynthétiques plutét que
de rentrer en détail dans leur processus de reconstruction.

En effet, les plantes sont des organismes complexes possédant un génome souvent tres
grand caractérisé par de nombreux genes enzymatiques ou de transports non annotés. La
chronologie de création des réseaux métaboliques des plantes est un bon exemple de la
difficulté de reconstruction de tels réseaux. Ainsi en 2009, Poolman et ses collaborateurs
[PMSF09] publiaient un modele de cellules en suspension d’ Arabidopsis thaliana compre-
nant 1.336 réactions, suivi de pres par la création d’AraCyc [dQP*10a] (1.567 réactions) qui
se concentrait sur le métabolisme primaire de cette plante au niveau des feuilles, avant de
passer a 'ensemble des tissus d'une plante (le mais) avec [SSM11a] (1.588 réactions). Au-
jourd’hui, un réseau compartimenté et multi-tissus d’A. thaliana existe permettant des
analyses fines de son métabolisme [MOMM*12]. Celui-ci est formé de différents sous-réseaux
selon 'organe étudié, le réseau du fruit, par exemple, est formé de 1.143 réactions.

Les reconstructions de ces réseaux ont été grandement facilitées par le fait qu’ Arabidopsis
thaliana est une espece modele en génétique depuis de nombreuses années [Fin98]. Ainsi
de tres nombreuses données "omiques" existent sur cette plante et de nombreuses tech-
niques telles que I'inactivation ciblées de géne sont possibles. Tout cela permet également
de valider fonctionnellement les réseaux reconstruits.

1.5.2 Lesréseaux métaboliques chez les algues

Les algues sont actuellement des organismes étudiés par les biologistes du fait de leur
grande diversité, leur métabolisme chimérique et leur caractere évolutif tres particulier.
L'étude des algues est également en plein essor au niveau applicatif en biotechnologie avec
I'arrivée de plus en plus de données omiques.
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TABLE 1.4: Comparaison des différentes méthodes de reconstruction de réseaux métabo-
liques chez des algues. Plus de détails sont donnés en 1.5

Espece Nomduréseau Source de Reconstru- Complétion FBA
données ction initiale
Chlamydomonas AlgaGem KEGG mapping sur manuel, com- Oui
reinhardtii KEGG posé par com-
posé
Chlamydomonas iRC1080 réseau Manuel Effectué mais pas Oui
reinhardtii pré- d’informations
existant
& biblio-
graphie
Ostreococcus KEGG mapping sur Top-down et Oui
KEGG Bottom-up,
pas de solution
unique
Phaeodactylum tri- DiatomCyc KEGG et Pathway tools Manuel pour les Non
cornutum Metacyc voies  métabo-

liques connues

Cependant, les connaissances globales sur le métabolisme des algues est finalement as-
sez limité. Nous pouvons étudier quatre réseaux métaboliques ayant été reconstruits chez
des algues, pour trois especes différentes (chronologiquement) :

— Chlamydomonas reinhardtii (AlgaGem et iRC1080)

— Ostreococcus (pas de nom)

— Phaelodactylum tricornutum (DiatomCyc)

Pour ce faire, les étapes classiques de reconstruction de réseaux métaboliques décrites en
1.3 ont été suivies, cependant chaque étape a été réalisée avec des outils et des méthodes
différentes. On notera en particulier qu'aucun de ces réseaux n’a fait I'objet d'une étude
fonctionnelle équivalente a celle opérée sur les plantes plus classiques citées plus haut.

Le tableau 1.4 résume '’ensemble de ces informations de maniére synthétique. Le ta-
bleau 1.5 donne des informations sur les réseaux obtenus.

1.5.3 Pipelines de reconstructions utilisés

Nous allons décrire plus précisément chaque étape et les méthodes utilisées pour chaque
réseau en insistant sur les spécificités de chacune.

Pour la reconstruction des ébauches métaboliques, concernant Chlamydomonas rein-
hardtii, le réseau AlgaGEM [GAODQPN11] a été reconstruit d’apres le génome de C. rein-
hardtii, ainsi que 'ensemble des réactions disponibles dans KEGG. L'ébauche du second
réseau de cette espéce (RC1080) [CGM™11] a été reconstruite en se basant sur un précé-
dent réseau reconstruit manuellement en 2009 (:AM303) [MGH™09] et contenant 259 réac-
tions impliquées dans des voies métaboliques d’'intérét pour cette microalgue. Le réseau de
2011 reprend le premier en rajoutant des réactions provenant de plus de 250 publications
différentes.



36 Ftat de I'art

TABLE 1.5: Description des réseaux obtenus

Espéce Nom duréseau Nombre de Nombre de Nombre de Nombre de
genes réactions métabolites métabo-

lites dans la

fonction de

biomasse
Chlamydomonas  AlgaGem 2249 1725 1862 39
reinhardtii
Chlamydomonas iRC1080 1080 2190 1 068 172
reinhardtii
Ostreococcus 871 1014 48
tauri
Ostreococcus luci- 964 1100 48
marinus
Phaeodactylum DiatomCyc 1069 1719 1073 -
tricornutum

Pour la reconstruction de 'ébauche du réseau métabolique des pico-algues vertes Os-
treococcus [KYW*12], des annotations de genes provenant de KEGG ont été récupérées et
traitées par Matlab avant que la relation gene-réaction soit créée grace aux données d’or-
thologie contenues dans KEGG Orthology (KO).

Enfin, la création de I'ébauche métabolique de DiatomCyc (pour Phaelodactylum tri-
cornutum) a été faite en utilisant la suite logicielle Pathway Tools a partir d’annotations
provenant de KEGG et de MetaCyc.

Tous les réseaux mentionnés ont fait 'objet d'une complétion des informations man-
quantes lors de la premiére reconstruction suite a des erreurs d’annotations, des données
mangquantes ou hétérogenes, etc.

Lors de la reconstruction d’AlgaGem, la complétion a été réalisée en reconstruisant ma-
nuellement les voies métaboliques intéressantes qui ménent aux métabolites intégrés dans
la fonction de biomasse. Pour chaque métabolite présent dans cette biomasse, Dal’Molin et
al. ont regardé si ce métabolite était productible d'un point de vue "fonctionnel” en utili-
sant de la FBA. Si ce n’était pas le cas ils ont regardé manuellement quelles réactions sont a
ajouter afin de rendre ce métabolite productible.

Une complétion du réseau :RC1080 a été réalisée, mais aucune information autre que
"Network gap-filling was performed to make pathways functionnal and account for dead-
end metabolites" n’est disponible dans I'article.

La complétion du réseau Ostreococcus a été réalisé automatiquement, de deux ma-
nieres différentes, en utilisant comme base de données le réseau meta-plant correspondant
al’'union des 17 réseaux métaboliques de plantes contenus dans KEGG en 2012. La premiére
complétion a été réalisée en utilisant 'approche "bottom-up" SMILEY [RPC*06] (voir sec-
tion 1.4.2) et 'approche top-down de Christian et al [CMK* 09] (voir section 1.4.4). Ces deux
approches ne possédant pas de solution unique, un score prenant en compte la distance
phylogénétique des espéces dont proviennent les réactions ajoutées et la similarité de sé-
quence entre les enzymes connues et celles du génome d’intérét a été utilisé. Si I'approche
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"bottom-up" donne un nombre plus faible de réactions ajoutées, 'approche "top-down"
donne de meilleurs scores globaux.

L'étape de complétion du réseau DiatomCyc a été réalisée entierement a la main et en
se concentrant uniquement sur les voies métaboliques connues et considérées comme in-
téressantes pour cette espece, comme la biosynthese des acides gras, des sucres ou encore
des isoprénoides. Le réseau final représente le métabolisme central de P. tricornutum.

La validation des réseaux considérés a également été plus ou moins soignée. De la FBA
a été réalisée sur le réseau AlgaGem. Le critére ayant servi de base a la complétion manuelle
étant la production de biomasse par le réseau via les techniques de FBA, il est normal qu’a
la fin de la reconstruction la FBA fonctionne toujours. Pour le réseau :RC1080 une fonction
objectif a également été créée et testée dans différentes conditions. Une attention toute par-
ticuliére a été portée sur la validation des voies métaboliques impliquées dans la photosyn-
these.

Concernant Ostreococcus, 1a encore une fonction de biomasse a été créée en se basant
sur la littérature. Tres peu d’informations sont disponibles sur les expérimentations réali-
sées dans le cadre de I'étude du réseau par FBA.

Enfin le réseau de Phaelodactylum tricornutum n’a recu aucune validation fonction-
nelle. Seules certaines voies métaboliques ont été étudiées manuellement d'un point de
vue topologique. Une étude des données transcriptomiques disponibles pour cette espece
a toutefois permis de valider la prédiction de certaines de ces voies métaboliques.

1.5.4 Ectocarpus siliculosus

Le modele d’application de cette thése est Ectocarpus siliculosus (représentée en figure
1.8), un eucaryote appartenant au groupe des algues brunes. Les algues brunes sont des
organismes photosynthétiques multicellulaires et vivant principalement dans I’eau de mer
qui appartiennent au groupe des straménopiles (aussi appelés hétérocontes). Les stramé-
nopiles sont distants phylogénétiquement des plantes vertes et des opisthocontes (animaux
et champignons) [CPC11], comme le montre la figure 1.9. L'ancétre commun a ces trois li-
gnées date de la radiation initiale des eucaryotes il y a plus d’'un milliard d’années [YHC" 04].
Depuis cette divergence, les algues brunes ont développé des caractéristiques spécifiques,
qui leur ont notamment permis de s’adapter aux environnements extrémes de la zone de
balancement des marées (ou zone intertidale) et aux stress abiotiques induits. Ces orga-
nismes ont acquis leurs plastides lors d’'une endosymbiose secondaire [Kee04] impliquant
une capture d'une algue rouge, impactant grandement la structure interne de leurs cellules
et sur la composition de leur génome du fait de transferts de genes depuis 'endosymbiote.
Les algues brunes sont des piliers des écosystémes marins et costaux [GKD*07]. Elles sont
également tres importantes pour 'industrie de I'aquaculture en pleine expansion, et repré-
sentent une ressource durable de composants importants pour des applications biotechno-
logiques [WLW*12, ENFB*14, WQJ13].

Parmi les algues brunes, Ectocarpus siliculosus a été choisie comme modele géno-
mique [CSR*10, BNLC13] et génétique [HCP*10], entrainant I'arrivée d'une nouvelle vague
d’études sur cet organisme. Si les recherches sur Ectocarpus siliculosus se concentrent
classiquement sur la biologie du développement [CGA*11, LBBLP*11], les plus récentes
couvrent aujourd’hui des champs beaucoup plus larges tels que son évolution [PVC* 10,
DPR*11], son métabolisme [MTS"10b, MTS*10a, GDR*10, MCDL™"13] ou son adaptation et
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FIGURE 1.8: Photo de sporophyte d’ Ectocarpus siliculosus en culture.
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FIGURE 1.9: Représentation simplifiée de 'arbre phylogénétique des eucaryotes [CPC11].
Les cinq groupes majeures ayant développé une multicellularité complexe sont repré-
senté en couleur. La longueur des barres de couleur indique le temps relatif approché de
développement de la multicellularité dans chaque lignée.
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acclimatation aux changements environnementaux [DSP*09, DGR*11, DGG* 12, RUR"10].
Toutes ces études suggerent que les algues brunes possédent un métabolisme chimérique
faconné par des endosymbioses et des transferts latéraux de genes. Ces études suggerent
également une importance du mannitol dans le stockage de 'énergie et la défense face au
stress. Nous reviendrons sur cette molécule plus particulierement dans le chapitre 4.

Malgré la disponibilité de jeux de données transcriptomiques, protéomiques et de pro-
filages métaboliques [TEP* 11], aucun réseau métabolique a I’échelle génomique n’avait été
proposé avant cette thése. Un tel réseau métabolique visait a servir de modele pour le mé-
tabolisme de ’ensemble des algues brunes.

Cependant, I'application des méthodes utilisées pour les réseaux métaboliques d’algues
s’avere délicate sur différents points.

D’abord, la reconstruction de la plupart des ébauches métaboliques mentionnées ci-
dessus a été réalisée en utilisant des informations pré-existantes dans KEGG. Cette base de
données de référence ne contenant aucune information sur le génome ou les réactions pré-
sentes chez Fctocarpus siliculosus, il est nécessaire d’utiliser uniquement les annotations
(manuelles ou automatiques) existant chez cette espéce et disponibles via un portail web
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/orcae/overview/Ectsi). KEGG ayant changé
de statut en juillet 2011 et 'acceés étant maintenant payant, il fut nécessaire d’utiliser I'autre
référence parmi les bases de données de réactions métaboliques, MetaCyc et le logiciel qui
lui est associé, Pathway Tools.

De plus, I'analyse bibliographique a mis en évidence le besoin de creuser les approches
de complétions qui devraient étre utilisées. En effet, la plupart des réseaux algues ont été
complétés manuellement en utilisant les connaissances bibliographiques pré-existantes.
Or l'utilisation de complétion manuelle est particulierement compliquée lorsqu’on travaille
sur des réseaux métaboliques chez des espéces non classiques. En effet, ceux-ci évoluent en
permanence et réaliser une étude bibliographique a chaque modification minime du réseau
devient vite irréalisable.

A l'inverse, utiliser une méthode automatique non biaisée permet d’obtenir de nou-
velles connaissances. Cependant, la reconstruction des réseaux d’ Ostreococcus met en jeux
deux techniques différentes de complétion : SMILEY [RPC*06] et une approche stochas-
tique [CMK™09]. La premiére approche, décrite plus précisément en 1.4.2, nécessite d’avoir
un grand nombre d’expérimentation sur I'espéce étudiée. En effet, cette méthode utilise les
différences de croissance sur différents substrats pour que les réactions présentes dans le
modele amenent a des simulations en adéquation avec les observations numériquement
parlant. On peut également utiliser des données de flux connues a travers certaines réac-
tions. Dans le cas d’ Ectocarpus siliculosus nous ne possédons pas de telles données mais
uniquement des données de croissance en milieu eau de mer. Lapplication de la méthode
stochastique ([CMK*09]) (14 encore décrite plus précisément en 1.4.4) aurait été possible
en théorie. Cependant en pratique, nous nous sommes rendu compte que cette méthode
était non seulement tres longue mais surtout donnait un grand élevé de solutions diffé-
rentes. Celles-ci n’étant pas toutes équivalentes, pour les discriminer il faut introduire des
scores pour chaque réaction. Ces scores sont habituellement définis en fonction de données
d’orthologie et de données phylogénétiques. En présence d’'une espéece éloignée phylogé-
nétiquement des especes classiquement étudiées, ces scores peuvent rapidement perdre de
leur pertinence. De plus, dans le cas d’' Ectocarpus siliculosus, cette espéce résulte de deux
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endosymbioses, et les transferts horizontaux de génes, non négligeables, risquent de ne pas
étre pris en compte par les données phylogénétiques.

Cette analyse a mis en évidence que la reconstruction du réseau métabolique pour Ec-
tocarpus siliculosus ne pourrait pas étre réalisée en utilisant les pipelines utilisés pour les
autres réseaux algues existant, en particulier a cause de I'hétérogénéité des sources de don-
nées permettant de reconstruire I’ébauche et de la nature des données fonctionnelles (pro-
fils métaboliques) connues sur FEctocarpus siliculosus pour le compléter.

1.6 Principaux apports/résumé

Durant cette these, nous nous sommes appliqués a proposer un processus de recons-
truction de réseaux métaboliques appliqués aux especes non classiques. Nous avons appli-
qué I'ensemble de ce processus a Ectocarpus siliculosus en vue d’obtenir un réseau mé-
tabolique modele pour les algues brunes. Ce processus global s’articule autour d'un point
particulier, 'amélioration d'une technique existante de complétion de réseaux métabolique
résolvant un probleme combinatoire difficile. Cette amélioration sera présentée dans le
chapitre 2. Nous sommes ainsi passés d'une méthode expérimentale fonctionnant sur de
petits jeux de données a une méthode rapide, précise et permettant d'obtenir 'ensemble
des complétions minimales possibles pour un réseau métabolique donné.

Une fois ce probleme combinatoire résolu, nous nous sommes appliqués a intégrer cet
outil dans un processus global de reconstruction de réseaux métaboliques que nous avons
appliqué a Ectocarpus siliculosus . Ce pipeline décrit dans le chapitre 3 utilise des données
génomiques (annotations et séquences) pour reconstruire une ébauche métabolique. Cette
ébauche sera ensuite améliorée par l'utilisation de données de profilage métabolique per-
mettant de faire des hypothéses sur les réactions manquantes dans le réseau. Enfin nous
proposons des génes pouvant coder pour les enzymes pour lesquelles nous émettons 1'hy-
pothése qu’elles sont présentes chez I'organisme malgré 'absence d’annotation équiva-
lentes au niveau du génome.

La reconstruction du réseau métabolique d’ Ectocarpus siliculosus et sa curation ma-
nuelle ont permis d’obtenir de nouvelles indications sur le métabolisme de cette algue. Ces
hypotheses, qui concernent par exemple la synthése des acides aminés aromatiques ou en-
core du molybdenum seront présentées dans le chapitre 4.



Chapitre 2

Complétion combinatoire de réseau
métabolique

Durant ce chapitre nous allons étudier plus précisément le probleme de complétion
d’ébauches de réseaux métaboliques tel que défini par Schaub and Thiele [ST09]. Apres
avoir décrit le probleme d’optimisation auquel nous faisons face dans la partie 2.1, nous
étudierons différentes extensions de ce probleme pour en améliorer les performances : nou-
velle modélisation de la réversibilité (partie 2.4), impact des heuristiques de résolution (par-
tie 2.3), impact de la sémantique de productibilité (partie 2.5). Dans une derniére section
(partie 2.5.4), nous étudierons I'efficacité de 'approche de complétion combinatoire revisi-
tée en terme de fonctionnalité quantitative.

Une partie des résultats de ce chapitre a été présentée lors de la conférence LPNMR 2013
et avant d’étre publiée dans les actes de cette méme conférence [CEG"13].

2.1 Probleme d’optimisation

2.1.1 Espace de recherche

Un réseau métabolique est représenté par un graphe dirigé bipartite G = (RU M, E) ou R
et M sont des nceuds représentant respectivement les réactions et les métabolites.

Les réactants d'une réaction correspondent a I'ensemble des nceuds reliés par des arétes
entrant dans un nceud R, soit reac(r) = {me M|(m,r) € E}.

Les produits correspondent aux arétes sortantes : prod(r) = {m € M|(r,m) € E}.

Les entrées du probleme d’optimisation consistent en I'introduction d’'un ensemble de
métabolites M et deux ensembles de réactions reliant des métabolites de 'ensemble M :

— Une ébauche de réseau métabolique formée du groupe de réactions : Rgr4¢+,

— Une base de données de réactions métaboliques formée de réactions : Rp,.

Parmi les métabolites M on définit aussi deux sous-ensembles de métabolites :

— Un ensemble de métabolites graines: Mseeq < M,

— Un ensemble de métabolites cibles: Miarger < M.

Lespace de rechercheva étre constitué de 'ensemble des sous-ensembles de R = Ry ;U
Rdb.
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2.1.2 Atteignabilité

Le probleme de complétion est particulierement dépendant du concept d’atteignabilité.

La définition la plus simple d’atteignabilité est purement topologique et consiste a pro-
pager les dépendances du graphe. On dit qu'une réaction r € R est topologiquement at-
teignable depuis M’ si I'ensemble de ses réactants est dans le scope de M’, c’est-a-dire si
reac(r) € M'. De maniére similaire, on dit qu'un métabolite est atteignable depuis M’ si
m € M’ ou si m € prod(r) pour au moins une réaction r € R atteignable depuis M'. Len-
semble des métabolites atteignables depuis M4, N0té scoperwp(Mseeq) (0OU Fw f (Mseeq)
dans [CMA*08]), est 'ensemble des métabolites produits a partir des graines en utilisant les
réactions du réseau. Formellement, scoperwp(Mseeq) st le résultat de l'itération M;.; =
M; u prod(reac(M;)) partant de M4 jusqu’a atteindre un point fixe. Lensemble des mé-
tabolites atteignables depuis Meeq, NOté scoperwp(Mseeq), pourra étre calculé en temps
polynomial [RKO01, ST09].

Une deuxiéme définition plus fine d’atteignabilité a été introduite par Cottret, avant
d’étre utilisée par Acuna et Sagot, dans [CMA*08, AMC™"12] et cherche a introduire les ef-
fets des cycles dans la production des cibles. 1l s’agit de définir 'ensemble des précurseurs
d’'une maniere plus élaborée. Au lieu de commencer la propagation depuis un ensemble
de sources, les auteurs autorisent I'inclusion de métabolites internes, sous la condition que
ces métabolites internes soient produits par une réaction dans une étape ultérieure de la
propagation. On définit ainsi Fwdz (M), 'ensemble des cibles de M avec Z comme mé-
tabolite interne, comme le résultat de I'itération M;.; = M; U prod(reac(M; U Z)) partant
de My = M;eeq jusqu’a atteindre un point fixe. Ainsi, un ensemble S c M., est précur-
seur d'un ensemble T s'il existe Z tel que T et Z sont inclus dans 'ensemble Fwdz(S).
Cela permet d’identifier les éléments assurant le maintien de différents cycles sans prove-
nir de sources externes. A partir de ce concept, il est possible de définir un nouvel ensemble
scopernternalSupply(Mseeq) de cibles atteignables a partir d’'une ensemble de sources Myee .
11 va s’agir de tous les métabolites qui admettent M,,; comme ensemble de précurseurs.
Lensemble scopernternaisuppiy(Mseea) pourra étre calculé en temps polynomial [AMC*12].

Enfin, lorsque la stecechiométrie du réseau est disponible, on peut aussi considérer que
I'ensemble des métabolites atteignables a partir d'un ensemble de sources correspond a
I’ensemble des produits de réactions non bloquées, c’est-a-dire pouvant posséder un flux
non-nul en FVA. Lensemble scoperp (M qoq) sera alors défini par des contraintes linéaires
et pourra étre, la plupart du temps, calculé en temps polynomial [MB13].

Dans leur article, Acuna et al. [AMC*12] proposent un exemple permettant de bien
comprendre leur définition de I'atteignabilité. Cet exemple est présenté en figure 2.1.

Dans cet exemple, la cible ¢ sera atteignable aussi bien lorsque I’on utilise la sémantique
topologique simple que celle avec recyclage interne.

Pour la sémantique topologique simple, pour pouvoir produire ¢, il va falloir que h ap-
partienne au scope des sources. Cette molécule est productible a partir de deux réactions,
r3 et 15, cette derniere nécessitant la présence de e dans le scope. Or la molécule e pourra
étre produite directement a partie de deux sources, b et c. La cible ¢ sera donc productible
et ce malgré le fait que g et f ne fassent pas partie du scope des sources.

Pour la sémantique topologique avec recyclage interne, sil’on suit la propagation, avec
My ={a, b, c} nous aurons alors M; = {a, b, c, e} de maniére classique puis M» = {a, b, ¢, e, h}
et enfin M3 = {a,b,c,e, h,i,t} qui sera un point fixe. Nous aurons donc Fwd({a,b,c}) =
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FIGURE 2.1: Représentation schématique d’un réseau métabolique[AMC™*12]. Les nceuds
représentent les métabolites et les hyper-arcs représentent les réactions. Les nceuds gris
correspondent aux sources et le nceud noir la cible.

{a,b,c,e, h, i, t}. En revanche, avec '’ensemble des sources présentes dans cet exemple nous
aurons My = {a, b, c,d} puis M| ={a, b,c,d,e, f, g, h} étant donné que les métabolites f et g
sont des métabolites internes a un cycle pouvant étre produites plus tard par ce méme cycle.
Nous aurons enfin M, ={a, b,c,d, e, f, g, h,i, t} qui sera le point fixe. Une fois ce point fixe
atteint, nous pouvons conclure que Fwdz({a, b,c,d}) =1a, b,c,d, e, f, g, h, i, t}. ll est intéres-
sant de remarquer que Fwdz({a, b, c,d}) = Fwdz({c,d}) si'on ne prend pas en compte les
sources a, b et ¢ qui ne peuvent étre produites par aucune réaction.

2.1.3 Probléme de complétion

Trouver une complétion de réseaux métaboliques correspondra a trouver un sous-en-
semble de réactions Rcompierion © Rap de telle maniere que le scope de M. associé aux
réactions RyrqftU Reomplerion cONtienne I'ensemble des métabolites Myqrge:-

Plus formellement, une complétionde (RgraftUMarafe, Earafe) @ partir de (Rgp U Mgp,-
Egqp) par rapport a Mgeeq €t Myqrge: €st un ensemble de réaction Reompietion S Rap \ Raraft
tel que M;qrger est atteignable a partir de Mpeq dans le réseau ((Rgrafr U Reompletion) Y
(Mdraft U Mcompletion)» Edraft U Ecompletion): ou Mcompletion et Ecompletion sont les pro-
jections de My, et Eg4y, sur le réseau complété. En particulier, cette définition dépend de la
notion d’accessibilité utilisée : scoperwp, ScOpernternaisupply SCOPErBA-

Lors de la complétion, nous allons minimiser le nombre de réactions ajoutées aux ré-
seau métabolique initial. Pour cela nous définissons un score S correspondant au nombre
de réactions de R’ a ajouter pour obtenir une solution. Un premier probleme d’optimisation
consistera donc a minimiser S.

Une fois la taille de 'ensemble minimal de réactions a ajouter déterminée, nous allons
chercher exhaustivement I'intégralité des ensembles de réactions de cette taille permettant
de compléter le réseau. Les différents problemes de complétion que nous allons étudier
consistent donc a calculer :
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— Une complétion minimale en taille a un réseau métabolique,

— Toutes les complétions minimale en taille,

— Lunion ou l'intersection des complétions minimales en taille.

Dans les applications, nous utiliserons plutot I'union de I’ensemble des solutions obte-
nues pour ne pas avoir a discriminer des complétions sans connaissance biologique préa-
lable.

Les variantes de ce problemes dépendent bien évidemment de la notion d’accessibilité.
Une variante, dont la complexité est bien plus élevée, consiste a recherche des complétions
minimales au sens ensembliste.

Comme indiqué dans I'état de I'art, Schaub et Thiele [ST09] ont proposé une modélisa-
tion en programmation par ensemble-réponse du probléme d’optimisation correspondant
ala notion d’accessibilité topologique scoperw p. Ce programme ASP est décrit en annexe.
Dans [ST09], les auteurs ont montré que ce programme permettait de répondre a la ques-
tion de la complétion de réseaux métaboliques. Leurs expériences ont été réalisés sur des
réseaux bactériens (F. coli) ayant été dégradés et dont la complétion est réalisée a partir de
sous ensembles de taille croissante de la base de données de réactions métaboliques, Meta-
Cyc. Ce programme montrait alors des performances acceptables pour une petite taille de
base de données mais ces performances se dégradaient dés que la taille de celle-ci appro-
chait la taille réelle.

2.2 Jeuxde test

De maniere a étudier les performances de Network-expansion vis-a-vis de différents cri-
téres, nous avons construits plusieurs jeux de donnés de test.

2.2.1 Impact de la taille des bases de complétion : Ectocarpus siliculosus & Me-
taCyc

Afin de mesurer I'impact de la taille de la base de complétion, nous avons créé un jeu de
test se rapprochant le plus possible de la réalité. Une des applications étant la complétion de
réseaux métaboliques de nouvelles espéces d’intérét, nous avons décidé de faire ce bench-
mark en se basant sur un réseau "brut" d’ Ectocarpus siliculosus. Ce réseau (a I'inverse de
celui présenté dans le chapitre 3) a été créé a partir de la fusion entre un réseau créé depuis
d’anciennes annotations du génome d’ Ectocarpus siliculosus et une toute premiére ver-
sion de I’ébauche créée a partir de données d’orthologie. La méthodologie de création de ce
réseau sera plus détaillée dans le chapitre 3, le but ici étant de démontrer la faisabilité de la
complétion d'un point de vue informatique et non la pertinence biologique de la création
de I’ébauche métabolique.

Lébauche métabolique d’ Ectocarpus siliculosus, non complétée, contenait a I'époque
1210 réactions et 1454 métabolites. D’apres les informations biologiques que nous possé-
dons, nous pouvons recenser 44 métabolites graine, qui correspondent aux constituants du
milieu de croissance de 'algue, et 48 métabolites cibles, qui correspondent a des molécules
identifiées comme étant productibles par 'algue. En utilisant la sémantique topologique
simple ou avec recyclage interne, nous pouvons constater que le réseau initial n’était pas
capable de produire 25 des cibles.
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La taille dela base de donnée étant le facteur majeur de la complexité, nous avons décidé
de jouer principalement sur celle-ci pour la construction du jeu de test. Nous avons donc
créé des sous-ensembles de la base de données MetaCyc (version 17.0) de taille comprise
entre 10000 et 5000 réactions, en enlevant 1000 réactions a chaque fois. Pour chaque taille
de base de données, 10 réplicats ont été réalisés. Nous avons veillé a ce que chaque sous-
ensemble contienne a peu prés la méme proportion de réactions réversibles que la base de
données initiale, c’est a dire 42%.

2.2.2 Effet dela taille de la base de données sur la productibilité des cibles

Etant donné que nous prenons des sous-parties de la base de données MetaCyc dans
cette étude, les métabolites cibles productibles a partir des graines vont varier selon les ré-
actions présentes dans ces sous-ensembles. De maniére intéressante, les deux sémantiques
étudiées (topologique simple et avec recyclage interne) permettent dans tous les cas étudiés
de produire les mémes métabolites a partir du réseau initial auquel a été ajouté toutes les
réactions présentes dans les sous-ensembles des bases de données. Cela semble indiquer
que les cycles ne sont jamais bloquant pour produire des métabolites d'un point de vue to-
pologique, du moins dans les exemples étudiés ici. La figure 2.2 présente la distribution du
nombre de cibles productibles selon les sous-ensembles de la base de données utilisés.
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FIGURE 2.2: Représentation de la répartition statistique du nombre de métabolites non
productibles en fonction de la taille de la base de données utilisée. Les boites corres-
pondent a la taille du premier et du troisieme quartile, la ligne centrale correspond a la
moyenne et les barres correspondent aux valeurs extrémes.

Le réseau initial est capable de produire 23 cibles sur les 48 identifiées. Il reste donc 25
cibles a reconstruire a ’aide des bases de données. La figure 2.2 nous montre que, globale-
ment, plus la taille des sous-ensemble de MetaCyc considérés augmente, plus il est possible
d’expliquer la productibilité des cibles. Ce point particulier sera a retenir pour la suite, la
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taille des complétions proposées ainsi que le temps de calcul pour les identifier sera évi-
demment influencé par le nombre de voies métaboliques a compléter.

2.2.3 Fonctionnalité : E. Coli

Pour tester la différence entre la sémantique de productibilité topologique et une sé-
mantique quantitative, nous avons exploité un réseau de référence pour sa fonctionnalité
et la qualité de 'annotation de ses cycles. Il s’agit d'un réseau d’ Escherichia coli, Ec_iJR904
issu de la banque de référence gérée par H. Pallson [RVSPO03].

Ce réseau est composé de 1.074 réactions (dont 143 réactions a la frontiere du systeme
pour 'import et I'export de molécules) et 905 composés métaboliques différents. Une fonc-
tion de biomasse formée de 49 métabolites différents a été utilisée dans le cadre de cette
étude. Ce réseau existe sous la forme d’'un fichier sbml, mais celui-ci n'étant pas totalement
cohérent intrinsequement (voir par la suite) nous avons finalement choisi de partir de la
matrice stoechiométrique associée pour reconstruire des fichiers sbml. On peut regretter
que les identifiants (des métabolites et des réactions) de ce réseau ne soient pas normali-
sées vis-a-vis des bases de données de réactions de référence (KEGG ou MetaCyc). En par-
ticulier, cela nous a empécher d’utiliser MetaCyc comme base de référence pour tester la
complétion sur des versions dégradées de ce réseau

Lidée générale est de regarder dans ce réseau, pour des fonctions objectives différentes,
les types de réactions qui existent (réactions obligatoires, bloquées et alternatives pour la
production de biomasse) en utilisant les techniques de FBA (pour tester la fonctionnalité
globale du réseau) et de FVA (pour trouver les classes de réactions). Une fois ces réactions
classées, nous dégradons chaque réseau en enlevant une proportion équivalente de chaque
classe de réactions. Une fois la dégradation accomplie, nous utilisons une approche de com-
plétion topologique simple pour compléter le réseau afin de rendre productible d'un point
de vue topologique 'ensemble des métabolites compris dans la biomasse.

Les jeux de tests qui ont été extraits de ce réseaux ont consisté a les dégrader de maniere
a casser la production de la biomasse. A partir de la fonction de biomasse associée au réseau,
90 biomasses intermédiaires ont été créés aléatoirement en enlevant 9 a 26 composants a
cette biomasse.

Le déroulement globale de la création du jeu de test a été celui-ci :

— Identification de la classe de chaque réaction en rapport avec la fonction de biomasse

étudiée (Obligatoire, bloquée ou alternative) a I'aide de techniques de FVA.

— Dégradation du réseau selon différentes contraintes :

Enlever entre 10 et 40% des réactions du réseau par palier de 10%,

— Rompre la production de biomasse en FBA,

Enlever une proportion égale de réactions obligatoires, bloquées et alternatives,
Réaliser 10 réplicats aléatoires pour chaque dégradation.

Au final nous obtenons 9.600 réseaux dégradés : 4 pourcentages de dégradation * 10
réplicats * 90 fonctions de biomasse. Tout ces réseaux sont non fonctionnels vis-a-vis de la
biomasse qui leur est associée.

La complétion effectuée par la suite correspond a compléter ces réseaux dégradés en
utilisant comme base de référence le réseau initial non dégradé, le but étant d’identifier a
quelle classe appartiennent les réactions ainsi ajoutées.
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Une difficulté pour la préparation de ces jeux de données a consisté a identifier cor-
rectement les informations relatives a la réversibilité des réactions ou de la direction des
réactions des fichiers sources. Dans un fichier sbml il y a en effet deux manieres de spécifier
la réversibilité et/ou la direction d'une réaction.

Ainsi, pour la réversibilité, il est possible de spécifier un argument "reversible" a une
réaction de la maniere suivante :

Listing 1: Une réaction définie comme réversible en format SBML

1| <reaction "XXX" "YYYY" "true">

©

10

ou

Listing 2: Une réaction définie comme irréversible en format SBML

<reaction "XXx" "YYYY" "false">

Cependant, il est également possible de spécifier 'espace des possibles pour les flux
passant a travers cette réaction en fixant une upper-bound (borne supérieure) et une lower-
bound (borne inférieure) pour ces flux. Typiquement pour la réaction 3 il est indiqué qu’il
s’agit d'une réaction réversible alors que les flux ne peuvent aller que dans une seule direc-
tion.

11 existe également deux manieres d’indiquer la direction des réactions, la encore en
prenant en compte les valeurs des flux ou non. Ainsi, dans les spécifications de SBML, il
est possible de désigner une molécule comme réactant d'une réaction ou comme produit
de celle-ci. Une réaction irréversible (peu importe la maniére dont I'irréversibilité est intro-
duite) ayant pour réactant une molécule A et une molécule B, et ayant pour produit une
molécule C correspondraitdonca: A+ B — C.

Cependant, 1a encore, il faut prendre en compte les flux. Pour certaines réactions, la
borne supérieure du flux peut étre nulle et la borne inférieure peut étre négative. Cela in-
dique que la réaction ne doit pas étre prise dans le sens initial mais dans le sens inverse, ot
les réactants deviennent les produits, et les produits deviennent les réactants. C’est le cas
notamment de la réaction 3 (ayant pour identifiant "R_EX_o02_LPAREN_e_RPAREN_") qui
est définie comme faisant rentrer du dioxygene dans une cellule, mais, sil’on se fie aux flux,
qui exporte du dioxygéne de 'intérieur vers I'extérieur de la cellule.

Listing 3: Une réaction irréversible spécifiée comme réversible mais dont le sens des flux ne
correspond pas a la définition

<reaction "R_EX_o2_LPAREN_e_RPAREN_" "02 exchange" "

true">

<notes>
<html:p>Abbreviation: R_EX_02_LPAREN_e_ RPAREN_</html:p>
<html:p>Synonyms: _0</html:p>
<html:p>Equation: [e] : 02 &lt;==&gt;</html:p>
<html:p>Confidence Level: </html:p>
<html:p>GENE ASSOCIATION: </html:p>

</notes>

<listOfReactants>
<speciesReference "M_o2_e" />
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</list0fReactants>
<listO0fProducts>
<speciesReference "M_o2_b" />
</1ist0fProducts>
<kineticLaw>
<math "http://www.w3.org/1998/Math/MathML">
<ci>FLUX_VALUE</ci>
</math>
<listOfParameters>
<parameter "LOWER_BOUND" "-20" "mmol_per_gDW_per_hr"
/>
<parameter "UPPER_BOUND" "o "mmol_per_gDW_per_hr"/>
<parameter "OBJECTIVE_COEFFICIENT" "o"
"FLUX_VALUE" "o" "mmol_per_gDW_per_hr"/>
</list0fParameters>
</kineticLaw>
</reaction>

Ces différentes formalisations indiquent que les réseaux présentés sous leurs formats
SBML et matriciels peuvent en fait avoir des comportements et des structures tres diffé-
rentes. Pour homogénéiser les analyses et les comparaisons entre approches quantitatives
et qualitatives, il a été décidé de ne pas prendre en compte les informations présentes dans
les fichiers SBML mais de reconstruire des fichiers SBML cohérents a partir de matrices stoe-
chiométriques et de vecteurs de flux.

2.3 Performance

Comme indiqué dans I'état de I'art, Schaub et Thiele [ST09] ont proposé une modélisa-
tion en programmation par ensemble-réponse du probléme d’optimisation correspondant
a la notion d’accessibilité topologique scoperwp. Ce programme ASP, appelé Network-
expansion, est décrit en annexe. Dans [ST09], les auteurs ont montré que ce programme
permettait de répondre a la question de la complétion de réseaux métaboliques. Leurs ex-
périences ont été réalisés sur des réseaux bactériens (Z. coli) ayant été dégradés et dont la
complétion est réalisée a partir de sous ensembles de taille croissante de la base de don-
nées de réactions métaboliques, MetaCyc. Ce programme montrait alors des performances
acceptables pour une petite taille de base de données mais ces performances se dégradaient
des que la taille de celle-ci approchait la taille réelle.

2.3.1 Heuristiques de résolutions

En 2012, une nouvelle méthode de recherche pour les solveurs ASP a été développée
par I'équipe qui maintient la collection Potassco [GKK"11] et qui développe notamment le
solveur ASP Clasp. Cette méthode de recherche utilise une optimisation basée sur I'insatis-
fiabilité de contraintes [AKMS12].

Jusque avant la version 3, le solveur Clasp [GKS12] utilisait uniquement des méthodes
d’optimisation trés efficaces basées sur des algorithmes de séparation et d’évaluation (ou
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branch and bound). Ces techniques top-down ont montré leur efficacité pour résoudre de
nombreux problémes d’optimisation en travaillant énormément sur les bornes supérieures
et inférieures d'un probleme. La stratégie globale consistera a descendre plus ou moins ra-
pidement une borne supérieure jusqu’a atteindre une configuration insatisfiable qui mar-
quera une borne inférieure. Cette méthode d’optimisation a montré sa forte efficacité sur
certains types de problemes. En parallele, une nouvelle méthode a émergé du domaine
des solveurs SAT pour résoudre les problemes MaxSAT [CKS01]. Cette approche se base sur
I'identification et la relaxation de cceurs insatisfiables et a montré son efficacité notamment
lors de compétitions comme la "2008 MaxSAT evaluation". Le solveur Clasp étant peu ef-
ficace pour certains problémes résolus efficacement par cette approche les développeurs
de ce solveur se sont inspirés de ces nouvelles techniques pour développer une heuristique
efficace combinant les caractéristiques d’ASP et les techniques développées dans ce cadre,
en étendant I'algorithme a la résolution de problémes d’optimisation pondérée [AKMS12].

La base de ce travail consiste en I'identification de cceurs insatisfiables. Un cceur insa-
tisfiable est un sous-ensemble de clauses du probléme initial dont la conjonction est insa-
tisfiable. La méthode essaie donc de résoudre le probléme une premiére fois. Si elle y arrive
directement, le probléme est satisfiable, la solution est trouvée. Sinon on identifie ainsi un
ensemble insatisfiable de contraintes. Le solveur va alors relaxer des contraintes afin que
I'ensemble soit satisfiable avant d’identifier un autre ensemble insatisfiable, les relaxer a
leur tour et cela jusqu’a ce qu’il n'y ai plus de contraintes insatisfiables dans le probleme.

Dans le cadre de notre probleme d’optimisation, nous cherchons a minimiser le nombre
de réactions ajoutées dans un modeéle a partir d'une base de données de réactions métabo-
lique tres grande. Nous avons donc un probléme de minimisation qui sera traditionnelle-
ment traité par une approche "top-down" en prenant un modele stable résout '’ensemble
des contraintes, peu importe sa taille, avant de réduire la taille du modele petit a petit. Etant
donné que la taille de 1a base de données est trés grande par rapport a la taille de la solution
recherchée (de 'ordre de la dizaine de milliers pour la base de données contre des solutions
de taille inférieure & 100), cette minimisation pourra étre longue. A I'inverse I'heuristique se
basant sur les cceurs insatifiables va traiter le probléme par une approche "bottom-up" en
cherchant des solutions de trés petite taille puis en augmentant progressivement la taille de
ces solutions jusqu’a trouver un modéle stable satisfaisant I'ensemble des contraintes qui
sera donc de taille minimale.

Cette méthode ayant été validée par les chercheurs de Potsdam sous la forme d'un sol-
veur a part entiere (Unclasp),elle a ensuite été intégrée au solveur Clasp (a partir de Clasp
3.0 en février 2014) sous la forme d'une parameétre de recherche : -opt-strategy=usc.

Par soucis de lisibilité, nous désignerons dans la suite par :

— Clasp :larecherche par séparation et évaluation (Clasp version 2, ou version 3 avec le

parametre -opt-strategy=bb),

— Unclasp : la recherche MaxSat (Unclasp version 0.1 ou Clasp version 3 avec le para-

metre -opt-strategy=usc).

2.3.2 Nouvelle méthode d’optimisation dans Network-expansion

Lapparition de nouvelles techniques de recherche a permis de faire évoluer Network-
expansion qui réalisait la complétion topologique. Clasp a été configuré de maniére a pou-
voir trouver au plus vite une solution optimale en autorisant des redémarrages de la re-
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cherche afin de ne pas rester bloqué dans des optimas locaux. Cette solution semble étre la
meilleure pour ce solveur apres utilisation quotidienne de celui-ci pendant plusieurs mois.

Unclasp n’étant pas capable de réaliser I'énumération des solutions ainsi que I'intersec-
tion des solutions, seul Clasp a été utilisé dans ce cas afin d’observer 'influence de I'inclu-
sion de la réversibilité dans la modélisation.

2.3.3 Recherche d’optimum

Nous avons utilisé les jeux de tests pour tester I'impact des deux méthodes de résolu-
tion Clasp ou Unclasp sur les performances de la complétion. Les criteres testés ont été les
suivants :

— Calcul des optimaux de complétion,

— Enumération de toutes les solutions possibles,

— Calcul de 'intersection de toutes les solutions possibles.

La figure 2.3 donne les résultats de ce test pour le temps de calcul des optimaux en fonc-
tion du solveur.
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FIGURE 2.3: Temps de calcul de Clasp et Unclasp pour la recherche de la taille minimale
de complétion. Les cercles transparents correspondent a la médiane des expérimentations
avec Clasp. Les carrés grisés correspondent a la médiane des expérimentations avec Un-
clasp. Pour chaque expérience, les valeurs minimale et maximale sont reportées avec des
lignes verticales.

Comme nous pouvons le voir, le changement de méthode de recherche entraine un gain
important dans le temps de calcul des optimaux. Etant donné que nous avons un timeout
a 100.000 secondes, nous remarquons que, méme avec une taille de base de données de
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9000 réactions, il était souvent impossible de trouver des solutions au probleme étudié. Les
résultats de la complétion ainsi que le détail des timeout avec Clasp sont donnés dans le
tableau 2.1.

TABLE 2.1: Tailles et nombre de solutions optimales pour chaque sous-ensemble de réac-
tions. Les time-outs de Clasp sont également reportés (100.000 secondes).

Nombre de réactions | 5000 6000 7000 8000 9000 10000 Complet

Taille de 'optimal (6,14] [7,22] [7,29] (9,29] [16,47] [33,50] 52
Nombre de solutions | [4,32] [6,324] [6,1728] [16,3456] [80,1150] [180,22800] 2600

Time-out de Clasp 0 0 1 3 9 10 10

2.3.4 Impactde la taille de la base

Une fois la recherche d’optima réalisée, nous pouvons utiliser cet optimum pour re-
chercher I'ensemble des solutions de taille minimale permettant de compléter le réseau
métabolique. Unclasp n’étant pas capable de faire cette énumération, nous avons utilisé
uniquement Clasp pour cela. Les résultats sont présentés en figure 2.4. Ces résultats nous
montrent que le nombre de solutions différentes augmente jusqu’'a atteindre un plateau
autour d’'une taille de base de données de 9.000 réactions, tandis que le temps de calcul
augmente exponentiellement avec la taille de la base de données. Cela semble montrer que
9000 réactions sont suffisantes pour compléter le réseau, les autres réactions augmentant
I'espace de solutions, et donc le temps de calcul. Malgré cette croissance exponentielle, le
calcul de 'ensemble des solutions reste réalisable en un temps suffisamment court pour
étre utilisé en routine. Cela est principalement da au fait que I'utilisation d’Unclasp nous
permet d’avoir la valeur de I'optimum en un temps trées court.

Ceci montre tout d’abord que I'utilisation des méthodes de recherche d'Unclasp per-
met de calculer le nombre minimum de réactions a ajouter lors de I'étape de complétion du
réseau métabolique en quelques secondes malgré un espace de solution tres grand. Cette
premiere étape est indispensable a toute autre étude de complétion. Il est a noter que la
taille de la base de données ne semble pas impacter énormément la recherche d’optimas
avec Unclasp. Ce solveur est en effet particulierement adapté a la recherche d’optima tres
petits (ici de taille 50 environ) face a un espace de solutions tres grand (plus de 10000 réac-
tions).

Enfin, nous avons déterminé la valeur de l'intersection des solutions ainsi que le temps
nécessaire au calcul de cette intersection. Lintersection des solutions est calculée en utili-
sant 'option -enum-mode=cautious de Clasp. La figure 2.5 présente les résultats obtenus.
On remarque encore une fois que le temps de calcul est exponentiel par rapport au nombre
de réactions dans la base de données. Par contre, la taille de I'intersection grandit beau-
coup moins vite alors que le nombre de solutions optimales augmente énormément. Cela
est cohérent avec les observations réalisées au cours de la thése selon lesquelles le nombre
total de solutions possibles n'impacte que trés peu sur la taille de I'union et/ou de l'inter-
section de ces solutions. Cela semble indiquer une tres forte redondance dans I’ensemble
des solutions étudiées.
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FIGURE 2.4: Temps de calcul de Clasp pour énumérer I'ensemble des solutions Les cercles
transparents correspondent aux médianes des durées des expérimentations. Les points
noirs correspondent aux médianes du nombre de solutions. Les lignes verticales corres-
pondent aux valeurs maximales et minimales.
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FIGURE 2.5: Temps de calcul de Clasp pour déterminer les intersections des solutions op-
timales. Les cercles transparents correspondent aux médianes des résultats de durée des
expérimentations. Les points noirs correspondent a la taille médiane des intersections. Les
lignes verticales correspondent aux valeurs maximales et minimales.
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Suite aux différentes observations, nous pouvons dire que I'utilisation de la combinai-
son des méthodes de recherche d’Unclasp et Clasp est indispensable pour permettre la re-
construction de réseaux métaboliques avec ce programme ASP. La méthode de recherche
d’Unclasp est la seule capable (en un temps raisonnable) de calculer le nombre minimal de
réactions a ajouter au réseau métabolique, mais n’est pas capable, ni d’énumérer I’ensemble
des solutions optimales, ni de calculer leur intersection ou leur union. En revanche, une fois
que 'optimum recherché est connu, Clasp permet de réaliser ces trois tdches en un temps
suffisamment court pour étre utilisé en routine. Maintenant que la méthode d’optimisation
présente dans Unclasp a été ajoutée dans Clasp (version 3), la combinaison des deux outils
en un seul simplifie cette étape de complétion.

2.4 Impact du codage de la réversibilité sur les performances de
Network-expansion

2.4.1 Réversibilité dans Network-expansion

Au début du projet, Network-expansion ne prenait pas du tout en compte les réactions
réversibles. Si une réaction dans une base de données ou dans un modele était considérée
comme réversible, cette réaction était dédoublée pour créer deux réactions différentes, une
allant dans un sens et 'autre dans le sens inverse. Cette modélisation initiale peut poser
différents problémes, en terme de fonctionnalité comme de performance.

Tout d’abord, créer deux réactions en sens inverse l'une de I’autre pour chaque réaction
réversible est incompatible avec la réalité biologique que I’on souhaite modéliser lors de la
création d'un réseau métabolique et pour sa complétion avec Network-expansion. En effet,
la réversibilité d'une réaction est une donnée importante en biologie et deux réactions pos-
sédant les mémes réactants et mémes produits mais ne partageant pas la méme réversibilité
pourront étre catalysées par des enzymes différentes. Un tel exemple est présenté en figure

ADENOSINETRIPHOSPHATASE-RXN 3.6.4.4-RXN

PHOSPHATE PHOSPHATE e @

FIGURE 2.6: Exemple de deux réactions impliquant les mémes molécules et provenant de la
méme base de données (MetaCyc), 'une étant réversible et 'autre irréversible.

Ainsi, ajouter la réaction ayant pour identifiant "ADENOSINETRIPHOSPHATASE-RXN"
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OU "3.6.4.4-RXN" n’aura pas les mémes implications en matiere de recherche biologique.

De plus, étant donné que nous essayons d’ajouter le nombre minimal de réactions pour
compléter le réseau, si nous avons besoin qu’'une réaction réversible fonctionne dans les
deux sens, nous devrions ajouter deux réactions différentes plutdét qu'une seule dans le ré-
seau, au risque de biaiser le résultat final en terme de cardinalité.

D’autre part, cette dissociation d'une réaction réversible en deux réactions irréversibles
n’était pas automatique lors de la complétion, et devait se faire manuellement en amont.
Lobjectif de cette theése étant notamment de produire un outil utilisable aisément par toute
personne travaillant sur des réseaux métaboliques, cette étape risquait d’étre oubliée, en-
tralnant ainsi une totale incohérence au niveau des résultats, seul un des sens des réactions
réversibles étant pris en compte aléatoirement.

Enfin, comme montré précédemment, la complétion d'un réseau métabolique est un
probleme hautement combinatoire. Hors, les bases de données contiennent énormément
de réactions réversibles (autour de 40% des réactions dans MetaCyc 17.0). L'espace des so-
lutions de complétion des réseaux métaboliques est trés grand. Dédoubler cet espace des
solutions pour chaque réaction réversible agrandit encore plus I'espace des solutions, avec
un risque important de ralentir la recherche de I'optimum.

2.4.2 Nouvelle modélisation ASP de la réversibilité

A l'inverse, conserver les réactions réversibles telles quelles en changeant I’encodage,
outre le fait d’outrepasser ’ensemble des problemes cités précédemment, possede quelques
avantages vis-a-vis du solveur de contraintes. Ainsi, si'on garde les réactions comme réver-
sibles, I'espace des solutions ne grandit plus, et ajouter une réaction réversible permet de
s’affranchir plus tard de I’étude de I'autre sens de réaction.

En ASP, cela a consisté a créer un fait "reversible/1" pour chaque réaction réversible du
modele et de la base de données de réactions, et d’utiliser ce fait pour changer la définition
des scopes utilisant des réactions réversibles. Ainsi, par exemple, le scope d’'une molécule
M pourra désormais étre calculé de la maniere présentée en listing 4. Ceci est a comparer
avec la précédente version de la définition d'un scope avec le code ASP initial présenté en
annexe B. Il était alors nécessaire de créer une seconde réaction en inversant les réactants
et les produits.

Listing 4:

scope(M) :- seed(M).
scope(M) :- product(M,R), reaction(R), scope(M’) : reactant(M’,R).
scope(M) :- reactant(M,R), reversible(R), scope(M’) : product(M’,R).

2.4.3 Impact sur les performances

La figure 2.7 donne les résultats de ce test pour le temps de calcul des optimaux en fonc-
tion de la réversibilité pour I'utilisation de Clasp et d’Unclasp.

Nous pouvons remarquer que I'introduction de la réversibilité, en plus d’étre plus proche
de la réalité biologique, a permis d’accélérer grandement la recherche d’optimaux avec Un-
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FIGURE 2.7: Temps de calcul de Clasp et Unclasp pour larecherche de la taille minimale de
complétion. Les cercles correspondent a la médiane des expérimentations avec Clasp. Les
carrés correspondent a la médiane des expérimentations avec Unclasp. Les ronds et carrés
grisés correspondent a la modélisation avec prise en compte de la réversibilité, les ronds et
carrés vides correspondent ala méme modélisation sans cette prise en compte. Pour chaque
expérience, les valeurs minimale et maximale sont reportées avec des lignes verticales.
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clasp. Cette accélération va d'un facteur 2 a 11. Il est intéressant de remarquer 1’absence
d’accélération significative avec Clasp.

Une des explications possible pourrait se trouver dans les techniques d’optimisation dif-
férentes entre les deux solveurs. En effet, Clasp travaille beaucoup sur les bornes supérieures
et inférieures de la taille des solutions, avec donc un effet limité de la taille de I'espace de
recherche si Clasp arrive rapidement a réduire ces bornes. En revanche Unclasp recherche a
prouver l'insatisfiabilité de coeurs contraints, réduire I’espace de recherche permettra donc
d’accélérer cette preuve d’insatisfiabilité. Ceci n’est pour I'instant qu'une hypothese et il se-
rait intéressant d’étudier ce cas plus en détail.

Le nouvel encodage de la réversibilité des réactions permet donc de mieux prendre en
compte la réalité biologique des réactions étudiées et d’accélérer la recherche d’optima.

2.4.4 De Network-expansion a Meneco

Aprés changement des méthodes de recherche avec I'introduction d’Unclasp pour la re-
cherche d’optimum et Clasp pour les énumérations, et recodage de la réversibilité, Network-
expansion a été inclus dans un package Python autonome et a pris le nom de Meneco (pour
Metabolic network completion : https://pypi.python.org/pypi/meneco/), développé
par Sven Thiele.

2.5 Sémantique de productibilité

Nous I'avons vu précédemment, le probléme de complétion peut étre considéré comme
un probléeme d’optimisation o1 I'on rajoute le minimum de réactions pour produire un en-
semble de métabolites a partir d'un autre ensemble de métabolites. Par contre, la notion
d’accessibilité ou de productibilité peut étre définie de manieres différentes.

Nous avons déja vu qu'il existe différentes maniéres de considérer un métabolite comme
productible ou non. Nous allons ici étudier plus finement ces concepts pour mieux les com-
parer, en particulier vis-a-vis de leur utilisation pour compléter un réseau métabolique.

2.5.1 Impactdes cycles sur les différents concepts d’accessibilité

Accessibilité quantitative (FBA) La recherche de productibilité en FBA est une recherche
de nature numeérique. Pour savoir si un ensemble de métabolites est productible, nous met-
tons 'ensemble de ces métabolites (avec la concentration associée si celle-ci est disponible)
dans une fonction objectif globale. Les métabolites graines, a partir desquels les métabo-
lites de la fonction objectif devront étre produits, seront considérés comme des métabolites
a la frontiere du systeme. Aucune contrainte n’est fixée quand a leur conservation dans le
systeme. Des bornes pourront étre placées pour mettre des contraintes numériques a leur
import dans le systéme en fixant les flux maximaux et minimaux passant a travers les réac-
tions d’'import. La stcechiométrie des réactions revét ici une importance toute particuliere,
comme le montre la figure 2.8.

La partie (a) représente un cycle formé de quatre réactions métaboliques. Nous avons
une entrée a ce cycle (métabolite A) et une sortie (métabolite F). En FBA ce cycle sera fonc-
tionnel car le métabolite A permettra d’alimenter le cycle en matiére et la sortie de F ne
consommera pas de matiere.
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FIGURE 2.8: Deux exemples de réseaux métaboliques contenant des cycles. Les métabo-
lites sont représentés par des ovales verts, les réactions sont représentées par des rectangles
rouges. La direction des réactions est représentée par la direction des arcs. La stoechiométrie
des réactions n’est pas représentée.

La partie (b) représente également un cycle formé de quatre réactions métaboliques
ainsi que d’'une réaction de sortie. Ici 'amorcage du cycle par le métabolite A fonctionne
toujours. En revanche, pour que le cycle puisse avoir lieu dans son intégralité et continue
de produire le métabolite E il faudra que la réaction R2 produise au moins deux molécules
de D. Une d’entre elles sera transformée en E pour permettre au cycle de continuer. L'autre
sera transformée en F qui pourra étre utilisé par le reste du réseau métabolique. Si ce n’est
pas le cas, et que la réaction R2 produit moins de deux molécules de D, le cycle ne pourra
pas étre maintenu et le métabolite F ne pourra pas s’accumuler.

Accessibilité topologique (Meneco) Larecherche de productibilité par Meneco se fera uni-
quement de maniére topologique. Nous allons ici chercher un chemin a travers le graphe
bipartite des réactions métaboliques. Pour qu'un métabolite soit productible, il faut que
I'ensemble des réactants d’au moins une réaction qui le produit soit présent. Cette défi-
nition de la productibilité a 'avantage de ne pas prendre en compte la stcechiométrie des
réactions qui n’est pas toujours exacte dans les bases de données, notamment pour ce qui
concerne les cofacteurs. Par contre, cette définition a I'inconvénient de créer des problémes
lors de la présence de cycles. Ainsi, si les exemples présentés en figure 2.8 conduisent a une
production du métabolite F en FBA, ce n’est pas le cas lors de I'utilisation de la sémantique
de Meneco.

En effet, dans I'exemple 2.8(a), le métabolite A ne pourra pas produire B car cela néces-
site la présence préalable de E, qui n’est pas présent ici. Il en va de méme pour I'’exemple 2.8
(b). En revanche si une autre molécule du cycle est produite a un autre endroit du réseau,
cela ne pose plus de probléme pour ce cycle. Par exemple, si une réaction du réseau produit
la molécule E, celle-ci permettra d’alimenter la réaction R4 pour produire B rendant la ré-
action R1 possible. Dans ce cas, les exemples (a) et (b) permettront de produire E Cela ne
serait pas forcément en contradiction avec la FBA, dans le cas (b) et une production d’'une
seule molécule de D par R2, étant donné que nous avons une alimentation extérieure du
cycle.
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Accessibilité avec recyclages internes (Pitufo) Pour tenter de résoudre le probleme des
cycles, nous pourrions utiliser la méthode développée dans le cadre de recherche de précur-
seurs par [CMA*08]. Un précurseur est un ensemble de métabolites minimal suffisant pour
produire un ensemble de métabolites cibles. Pour cela les auteurs définissent un type de
molécules "continuellement disponibles” qui, lorsqu’ils sont présents dans un cycle et pro-
duits par ce méme cycle, pourront étre produits en continu. Ainsi, dés qu'un cycle simple
est obtenu, 'ensemble des réactions de ce cycle est réalisable et 'ensemble des produits
de ce cycle est réellement produit. Dans les exemples précédents, dés que la molécule A
est présente dans le réseau, 'ensemble des réactions est des lors atteignable et I’ensemble
des molécules impliquées est productible, peu importe la stcechiométrie des réactions. Si
la méthode Pitufo ne s’applique pas directement a complétion de réseaux métaboliques, la
sémantique de productibilité utilisée est intéressante a étudier dans ce cas.

2.5.2 Comparaison des différentes sémantiques

Nous 'avons vu, la productibilité semble dépendre grandement de la sémantique uti-
lisée. Pour clarifier ce point, nous allons ici comparer la productibilité de molécules dans
cinq exemples qui semblent correspondre a 'ensemble des cas possibles que I'on peut ren-
contrer. Les métabolites sont représentés par des ronds et les réactions par des rectangles.
La steechiométrie des réactions est indiquée sur les arétes. Les molécules S correspondront
aux graines et les molécules T aux cibles. Lensemble de ces cas a été préparé avec 'aide de
Sven Thiele et sont présentés en figure 2.9. Le résumé de la productibilité de ces différents
exemples est présenté dans la table 2.2. Dans un article de 2009 [dFSKF09], De Figueiredo
et ses collaborateurs présentent un cas réel de recherche de productibilité de métabolites,
le cycle de Krebs associé a la glycolyse/néoglucogénese chez I'humain. Ils montrent dans
leur article que les méthodes basées sur une étude uniquement topologique de réseaux mé-
taboliques résultent habituellement en une sur-approximation des molécules considérées
comme productibles ces méthodes. Le réseau présenté en exemple dans cet article peut
étre décomposé en les différents exemples suivants, montrant que la sémantique topolo-
gique simple ne sur-approxime pas les résultats mais, a I'inverse, prédit certains métabolites
comme étant non productibles alors que les méthodes numériques les considerent comme
productibles du fait de 'auto-alimentation du cycle.

TABLE 2.2: Résultat de productibilité des métabolites T a partir de S pour les exemples

présentés en figure 2.9.
Cas (@) (b) (© (d) (e)
FBA Productible  Non productible Productible Non productible Productible

Meneco | Productible Non productible Non productible Non productible Non productible

Pitufo Productible  Non productible Productible Productible Productible

Dans I'exemple 2.9 (a), le cas est simple. Nous avons une réaction qui transforme une
molécule graine en une molécule cible. Pour toutes les sémantiques utilisées, la cible sera
toujours productible.

Dans I'exemple 2.9 (b) pour pouvoir produire T, il faut étre en présence de deux molé-
cules, S et C;. S étant une molécule graine, celle-ci est présente. En revanche C; n’est pro-
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FIGURE 2.9: Exemples de réseaux métaboliques. Les cercles représentent les métabolites,
les rectangles représentent les réactions. Les chiffres sur les arcs représentent la stoechio-
métrie des réactions. Les métabolites S correspondent aux sources et les métabolites T cor-
respondent aux cibles.



Sémantique de productibilité 61

duite par aucune réaction et ne pourra donc pas étre produite, impliquant une impossibilité
de produire T que ce soit en FBA, par Meneco ou en utilisant la sémantique Acuna - Sagot.

Nous rencontrons, dans le cas 2.9 (c¢), notre premier cycle et la premiére différence entre
Meneco et la FBA. Dans le cas présent, en FBA, la réaction r; va produire deux molécules
de C,. La premiere va pouvoir étre utilisée pour alimenter le cycle en C; via la réaction r»
et la seconde pourra étre utilisée par la réaction r3 pour produire T. A I'état stable et avec
uniquement une entrée de S dans le systeme, le métabolite cible pourra donc étre produit.
En revanche en utilisant Meneco, pour produire Cy, il faudra que S et C; soient présents. Or
C1 ne peut étre produit qu’a partir de Cy, le cycle ne pourra donc jamais étre amorcé et T ne
pourra jamais étre produit. Une production de C; a un autre endroit du réseau rendrait en
revanche le cycle actif et permettrait de produire T. En utilisant Acuna - Sagot, les métabo-
lites C; et C, sont "continuellement disponibles” et permettent donc aux réactions r; et r,
de fonctionner, ce qui alimente la réaction r3 en substrat.

La différence entre le réseau 2.9 (d) et le précédent consiste en la production d'un seul
meétabolite C, par la réaction r;. Meneco ne prenant pas en compte la stoechiométrie des
réactions, T ne sera pas produit a partir de S ici non plus. En revanche nous avons une
différence en utilisant la FBA, étant donné qu'une seule molécule de C; est produite, le mé-
tabolite C, ne pourra plus, a la fois, entretenir le cycle et étre utilisé par la réaction r3. T
ne sera donc pas non plus productible en FBA. D’apreés Acuna - Sagot, les métabolites C; et
C, sont disponibles et permettent donc d’alimenter r3 malgré la stoechiométrie qui devrait
interdire cela.

Enfin, dans I'exemple 2.9 (d), encore une fois la FBA donnera T comme productible
et Meneco considérera T comme non productible. En effet en FBA, a I'état stable, le cycle
se maintiendra de lui méme par une entrée de S et la réaction R, qui produit C; + T ne
"consommera" pas de matiere a proprement parlé. En revanche, pour que T soit produc-
tible par Meneco, il faudra comme dans I'exemple précédent que C, soit productible or
celui-ci étant produit par C; + S, ce ne sera pas le cas car C; nécessite C, pour étre produit.
Encore une fois, avec Acuna - Sagot, C; et C, sont "continuellement disponibles" entrainant
une productibilité de T par r».

Cette étude des différents exemples d’analyses qualitatives indique que la sémantique
de productibilité utilisée par Meneco peut étre vue comme une sur-approximation de la sé-
mantique quantitative. Une complétion basée sur ce critére sera globalement plus restric-
tive étant donné qu’elle empéche d’alimenter des cycles par des métabolites internes. On
risque donc de créer des faux négatifs lors de 'identification des métabolites productibles.

Au contraire, la sémantique autorisant les alimentations de cycles par leurs métabolites
internes risque ici de produire des faux positifs. En effet en ne prenant pas en compte la stoe-
chiométrie des réactions, il y a de grandes chances de rendre productibles des métabolites
qui ne le sont pas réellement.

2.5.3 Comparaison des sémantiques qualitatives sur la complétion

Une implémentation en ASP de la complétion de réseaux métaboliques utilisant le cri-
tere de productibilité topologique avec recyclage interne a été proposée par Sven Thiele.
Les solveurs ASP ne pouvant, pour le moment, utiliser que des valeurs entieres, il n’a pas été
possible de tester une complétion s’appuyant sur une sémantique de productibilité par FBA.
Cependant des efforts sont actuellement réalisés pour intégrer la programmation MILP dans
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ces solveurs, ouvrant la voie a de futures recherches sur le sujet.

Pour mieux comprendre I'impact de la sémantique de productibilité, nous avons d’abord
considéré un critere de performance vis-a-vis de la taille de la base de référence. Les tests ont
donc été réalisés avec le jeu décrit dans la section 2.2, c’est-a-dire le méme jeu de données
que celui utilisé pour tester 'amélioration de I'efficacité di au changement de méthode de
recherche (Unclasp VS Clasp). Le programme ASP n’ayant pas été particulierement opti-
misé, nous n’'allons pas comparer les temps de calcul mais uniquement les résultats obte-
nus, et notamment le nombre de réactions a ajouter pour rendre tous les métabolites cible
productibles ainsi que 'union de ces complétions. La figure 2.10 présente la taille médiane
des optimaux et de 'union des solutions proposées par les complétions utilisant la séman-
tique de Meneco et la sémantique topologique avec recyclage interne. La taille médiane de
I'union utilisant cette derniére sémantique, pour une base de données de taille 10.000, n’est
pas disponible, les calculs n’ayant pas terminés aprés deux semaines. D’autre part la répar-
tition statistique des unions des complétions est présentée en figure 2.11.

60
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—=— Optimaux Meneco
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FIGURE 2.10: Tailles des solutions et de 'union des solutions selon la sémantique de
productibilité utilisée. Les croix correspondent aux expériences utilisant la productibilité
d’Acuna-Sagot, les carrés celle de Meneco. Les courbes noires correspondent a la taille des
optimaux, les courbes grises correspondent a la taille des unions. Il n'existe pas de valeur
pour 'union avec Acuna pour une base de données de 10.000 réactions, les calculs étant
trop long.

Comme nous pouvions nous y attendre, le changement du critere de complétion en
prenant en compte les cycles réduit énormément la taille de chacune des complétions. En
revanche nous pouvons remarquer que la taille de I'union des complétions est beaucoup
plus variable et reste dans le méme ordre de grandeur si I'on prend les criteres de produc-
tibilité de Meneco ou de Pitufo. Cela pourrait étre dii au fait que, avec ce critére de pro-
ductibilité, nous avons plus d’endroits possibles ol réaliser la complétion. Pour étudier la
composition de ces unions, et comparer d'un point de vue qualitatif les deux complétions,
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FIGURE 2.11: Représentation de la répartition statistique des différentes complétions en
fonction de la taille de la base de données utilisée. La partie a) correspond a la complétion
utilisant la sémantique proposée par Acuna et Sagot, la partie droite correspond a la com-
plétion utilisée par Meneco. Les boites correspondent a la taille du premier et du troisieme
quartile, la ligne centrale correspond a la moyenne et les barres correspondent aux valeurs
extrémes.

nous avons donc regardé la composition de I'intersection des complétions. Ces intersec-
tions sont en accord avec cette hypothese, celles-ci étant souvent de taille nulle et toujours
de taille inférieure a deux. Il y a donc extrémement peu de redondance lorsqu’on complete
un réseau avec une sémantique autorisant les cycles, au contraire d'une sémantique topo-
logique simple ot les complétions se recoupent énormément (cf figure 2.5).

Les complétions réalisées en utilisant la sémantique de productibilité topologique avec
recyclage semblent donc étre des complétions petites en taille et distribuées a plusieurs
endroit du réseau. Cela est supporté par le fait que les complétions minimales sont de pe-
tite taille par rapport a celles proposées par la sémantique de Meneco (2.10) , alors que les
unions de complétions sont de taille similaire pour les deux sémantiques. De plus, le fait que
I'intersection des complétions réalisées avec cette sémantique soit tres petite voire nulle in-
dique une complétion répartie en plusieurs endroits du réseau. A I'inverse les complétions
réalisées par Meneco semblent beaucoup plus "stables" avec des optimaux de plus grande
taille, un coeur de réactions représenté par les intersections de grande taille également et
une union petite comparée a la taille des optimaux (2.10).

D’un point de vue biologique, il semble plus logique d’utiliser une méthode complétant
le réseau métabolique a un endroit précis avec différentes possibilités pour finir cette com-
plétion (comme cela est le cas avec Meneco), plutdt que de compléter un réseau a beaucoup
d’endroits différents (comme cela semble étre le cas avec la sémantique topologique avec
recyclage).

Enfin du point de vue de l'efficacité informatique, ce dernier critére de productibilité
s’avere beaucoup plus long a calculer, étant donné qu'’il y a beaucoup plus d’endroits diffé-
rents a compléter. Concrétement, pour des bases de données a plus de 10000 réactions, les
calculs de complétions selon la sémantique de Acuna-Sagot ne terminent pas en un temps
raisonnable (plusieurs jours de calculs nécessaires).

Dans la suite du document, nous nous sommes donc concentrés sur l'utilisation de la
sémantique de Meneco. Cependant, il faut garder a I'esprit que, une fois résolu la question
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des performances pour le calcul des complétions avec la sémantique topologique avec recy-
clage, il sera intéressant d’en utiliser les résultats pour proposer des réactions complémen-
taires pour la complétion des effets de cycles. Ce point sera rediscuté en perspectives.

2.5.4 Fonctionnalité des complétions qualitatives

Il reste maintenant a étudier les pertes de fonctionnalité induites par le fait d'utiliser
une méthode qualitative. En effet, si la complétion basée sur un point de vue topologique
nous permet d’obtenir des résultats précis et rapides, il n’est pas évident que ceux-ci soient
corrects d'un point de vue fonctionnel et numérique.

I1 a donc été choisi de comparer les résultats de complétion obtenus d'un point de vue
"topologique" a des méthodes numériques basées sur I’analyse en balance de flux (ou Flux
Balance Analysis, FBA) et ’analyse par variabilité de flux (ou Flux Variability Analysis, FVA).
Les jeux de test s’appuyant sur un réseau d’E. Coli sont décrits en partie 2.2.3.

Une fois les réseaux métaboliques dégradés, la phase de reconstruction est réalisée en
utilisant Meneco. La base de données de réactions utilisée correspond au réseau non dé-
gradé. Les graines correspondent aux métabolites pouvant étre importés dans le modeéle
et les cibles correspondent aux métabolites de la fonction de biomasse qui peuvent étre
produits topologiquement a partir des graines. La complétion est réalisée avec Meneco de
manieére a obtenir 'union des solutions optimales.

Lanalyse de la qualité de la complétion se basera sur les différentes classes de réactions
définies en FVA : les réactions obligatoires, bloquées et alternatives. En effet, la complétion
devant étre minimale mais rester fonctionnelle, une complétion "parfaite" correspondrait
a un ajout de 'ensemble des réactions obligatoires, aucune réaction bloquée et une faible
proportion de réactions alternatives.

La figure 2.12 présente les résultats globaux de cette analyse.

Nous remarquons que, globalement, les reconstructions ont bien fonctionné. A 10% de
dégradations, nous ajouterons l'ensemble des réactions obligatoires dans le réseau dans
88% des cas . A 20% de dégradation, nous ajouterons toujours I’ensemble des réactions obli-
gatoires ayant été retirées du réseau dans 87% des cas. A 40% de dégradation ce pourcentage
descend a 65% et 57% a 40% de dégradation. Ainsi, assez logiquement, plus le réseau a été
détérioré, plus il est compliqué de le compléter d'un point de vue fonctionnel.

Il en va de méme pour les réactions bloquées. Dans ce cas plus le réseau sera détérioré
plus le nombre de réactions bloquées que I’on rajoutera lors de la complétion sera élevé.

Nous 'avons mentionné précédemment, une complétion "parfaite” correspondrait a
une complétion contenant 100% des réactions obligatoires ayant été retirées et aucun ajout
de réaction bloquée n’aurait été effectuée. C’est le cas dans 47% des complétions réalisées
avec une dégradation a 10%.

Concernant les réactions alternatives, nous remarquons que la proportion ajoutée aug-
mente légerement avec la dégradation, tout en restant tres faible. Ce faible nombre valide le
choix de rechercher des complétions minimales en taille que nous avions fait. Le fait que la
proportion augmente avec le pourcentage de dégradation s’explique probablement par le
fait que nous considérons I'union des solutions minimales. En effet, une forte dégradation
du réseau revient a retirer des réactions un peu partout dans le réseau. Meneco risque alors
de trouver un grand nombre d’endroits a compléter de maniére minimale ce qui agrandira
la taille de 'union des complétions minimales.



Sémantique de productibilité 65

Pourcentage de réactions retrouvées

Obligatoires Bloquées Alternatives

FIGURE 2.12: Distribution des pourcentages de réactions rajoutées aux réseaux dégradés
selon les différentes classes de réactions et le pourcentage de dégradation. Les boites re-
présentent I'espace interquartile, les moustaches représentent 1.5 espace interquartile. Les
ronds représentent les valeurs extrémes sires (vides) ou potentielles (pleins).
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Nous avons également étudié, pour chacune des 90 fonctions objectives définies, ce
qu’il se passe si nous essayons de compléter un réseau vide a I'aide du réseau initial d’E.
coli. Cela correspondrait a une dégradation de 100% du réseau. Nous allons ainsi identifier,
dans le réseau initial, uniquement les réactions nécessaires a la production de biomasse.

De maniere globale sur I'ensemble des fonctions objectives étudiées, nous retrouvons
ainsi 94% des réactions obligatoires, 5% de réactions bloquées et 14% de réactions alter-
natives. La figure 2.13 représente la distribution statistique sur 'ensemble des 90 fonctions
objectives.
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FIGURE 2.13: Distribution des pourcentages de réactions rajoutées au réseau vide selon
les différentes classes de réactions. Les boites représentent I’espace interquartile, les mous-
taches représentent 1.5 espace interquartile. Les ronds représentent les valeurs extrémes
stires (vides) ou potentielles (pleins). Les réactions essentielles a la production de biomasse
(au sens de la FVA) sont représentées en bleu, les réactions bloquées qui ne possédent ja-
mais aucun flux non nul en FVA sont représentées en violet, les réactions alternatives pou-
vant posséder un flux nul ou non nul lors d’optimisation de la fonction objective sont repré-
sentées en jaune.

Il est intéressant de remarquer que dans la majorité des réseaux ainsi reconstruits, une
réaction obligatoire manque. Il s’agit de la réaction irréversible appelée "inorganic diphos-
phatase" qui correspond a la réaction H,O + diphosphate — H* + phosphate. Cette ré-
action peut étre importante d’'un point de vue quantitatif pour produire le phosphate qui
sera consommeé dans énormément de réactions. En revanche d'un point de vue topologique
simple cette réaction n'est pas obligatoire, d’autres réactions existant déja permettant de
produire du phosphate.
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2.6 conclusion

Au cours de ce chapitre nous avons étudié la pertinence de la complétion d'une ébauche
métabolique d’un point de vue combinatoire vis-a-vis d'une complétion quantitative. Nous
avons montré la grande efficacité en terme de temps de calcul de la résolution du probleme
combinatoire a’aide d'une approche déclarative (programmation par ensembles-réponses
- ASP), notamment en utilisant un nouveau solveur ASP qui a permis d’accélérer grande-
ment les calculs, tout en changeant la modélisation existante précédemment pour mieux
prendre en compte la réalité biologique du modéle.

Nous avons également montré que cette complétion topologique d'un réseau métabo-
lique, si elle relache des contraintes par rapport a une étude quantitative prenant en compte
la stcechiométrie des réactions, donne de tres bons résultats en pratique. Cette complétion
topologique pourrait étre améliorée dans la suite en prenant en compte une sémantique to-
pologique avec recyclage interne qui semble proposer des résultats complémentaires que
sémantique topologique simple. Pour arriver a intégrer cette sémantique il faudrait tout
d’abord résoudre le probléeme combinatoire associé de maniere suffisamment efficace pour
pouvoir utiliser des bases de données de réactions de grande taille.

Ce probléme combinatoire de complétion de réseaux métaboliques étant résolu, nous
nous sommes attelés a I'intégrer dans un pipeline global de reconstruction de réseaux mé-
taboliques qui sera présenté dans le chapitre suivant.
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Chapitre 3

Pipeline de reconstruction de réseaux
a partir de données hétérogenes

Dans ce chapitre nous allons étudier plus précisément le processus global de recons-
truction de réseau métabolique que nous proposons. Ce processus est décomposé en dif-
férentes étapes, chacune possédant des spécificités propres que nous expliciterons, notam-
ment dans le cas de la reconstruction de réseaux métaboliques chez des espéces non clas-
siques. Cette thése se concentrant plus particulierement sur la reconstruction du réseau
métabolique d’ Ectocarpus siliculosus, nous allons prendre cet organisme comme exemple
d’application durant tout ce chapitre.

Ces travaux ont été décrits dans la publication [PCD*14] et présentés sous forme de
poster a ECCB 2014. L'application de ces méthodes est également en cours sur d’autres es-
peces : bactéries associées a 'espéce Ectocarpus d’eau douce [DET14], micro-algues vertes,
protistes, etc.

3.1 Modele d’application : Ectocarpus siliculosus

Le réseau test sur lequel nous avons testé les différentes méthodes de reconstruction
puis proposé des améliorations est le réseau métabolique d’ Ectocarpus siliculosus, I'orga-
nisme modele pour I'étude de la biologie des algues brunes [HCP* 10]. Sur ce modele, bio-
logique, différentes sources d’informations sont disponibles.

Génome Les algues brunes sont des straménopiles jouant un role important dans la zone
intertidale. Le génome d’E. siliculosus ayant été séquencé et annoté en 2010. Ce génome
est constitué de 1.561 supercontigs (ou scaffolds) de plus de 2.000 paires de bases. 97,4%
des séquences d’ARN messagers précédemment séquencés sont retrouvés dans ce génome,
indiquant une bonne couverture du séquencage réalisé. Durant tout ce chapitre, le terme
"annotation" consistera en I’annotation fonctionnelle du produit d’'un gene et non de la re-
cherche de modeles de génes dans le génome. Les annotations du génome d’ Ectocarpus
siliculosus sont une combinaison d’annotations automatiques, réalisée avec le logiciel Eu-
Gene, et manuelles [CSR*10]. On a a disposition des numéros EC, des termes GO, des noms
de fonctions, de domaine et les séquences protéiques. Tout cela est disponible via une inter-
face web sur le site ORCAE (http://bioinformatics.psb.ugent.be/orcae/overview/
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Ectsi) qui est régulierement mis a jour avec de nouvelles annotations fonctionnelles de
genes. Pour la reconstruction du réseau, I'ensemble des données a été téléchargé a partir
ce site web le 21 juin 2013. Ces informations vont constituer une premiere sources pour
reconstituer le réseau métabolique d’ Ectocarpus siliculosus.

Réseau métabolique deréférence En complément aux annotations du génome d’ Ectocar-
pus siliculosus, pour exploiter les méthodes de reconstruction de réseau métabolique s’ap-
puyant sur un réseau de référence, nous avons recherché un réseau métabolique de bonne
qualité (incluant une curation manuelle étendue) et pas trop éloigné phylogénétiquement
parlant de’espece étudiée. Nous avons choisi d’utiliser le réseau réseau métabolique d’ Ara-
bidopsis thaliana, AraGEM [dODQP*09], un réseau global qui satisfait les critéres listés pré-
cédemment. Ce choix a été réalisé car, au moment de la réalisation de I'étude, ce réseau était
le plus complet des réseaux d’ Arabidopsis thaliana. Il est composé de 1.567 réactions et
1.748 métabolites. Ce réseau a été reconstruit en se basant sur des études bibliographiques
et un réseau précédent et a été réalisé en utilisant les identifiants présents dans KEGG. Il eut
été plus aisé pour la suite de I'étude d’utiliser le réseau AraCyc [MZR03] étant donné que
les identifiants auraient été les mémes entre notre réseau métabolique, basé sur la base de
données MetaCyc, et ce réseau basé sur la méme base de données. Cependant le réseau Ara-
GEM a été choisi pour sa plus grande qualité, il integre en effet la plupart des informations
contenues dans AraCyc, une curation manuelle étendue ayant été réalisée en plus.

Définition du milieu de culture FEctocarpus siliculosus est un organisme vivant dans de
I’eau de mer. Lidentification de’ensemble des métabolites présents dans ce milieu de crois-
sance étant compliquée, nous avons choisi de prendre comme milieu de croissance I'eau de
mer artificielle utilisée en laboratoire pour cultiver cette algue. Il s’agit d'un milieu de culture
nommé Provasoli et dont la composition est détaillée en annexe A dans la colonne "Graines"
en association avec quelques cofacteurs. Ce Provasoli contient essentiellement des ions, du
nitrate et des vitamines.

Profilage métabolique Des données de profilage métabolique ont été obtenues au cours
de plusieurs études [TEP* 11] et ont permis d’identifier 51 métabolites que I'on sait étre pro-
ductibles par I'algue (des acides aminés, des acides gras, des sucres, et des polyalcools). Ces
métabolites sont listés en annexe A.

La productibilité de ces métabolites par le réseau métabolique sera le critere principal
de validation de la fonctionnalité du réseau. Cependant, en étudiant la base de données
MetaCyc v17.0 nous nous sommes apercus que trois d’entre eux ('acide eicosadienoique,
I’'acide docosanoique et I'acide erucique) n’étaient produits par aucune réaction de cette
base de données. En revanche, deux réactions de KEGG (R08190 et R08184) permettent la
production de I'acide eicosadienoique et de 'acide docosanoique mais n’était pas présentes
dans la base MetaCyc. Ces deux réactions ont donc été ajoutées a la base de données de
référence. Au final, 50 métabolites, parmi les 51 caractérisés chez Ectocarpus siliculosus,
doivent étre productibles par le réseau.

Criteres de fonctionnalité Dans ce but, nous avons utilisé Meneco pour vérifier que ces
cibles étaient productibles a partir des métabolites graines (milieu de culture), selon la sé-
mantique décrite au chapitre 2. Etant donné les limites discutées précédemment de ce cri-
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tere qualitatif de productibilité, apres la reconstruction globale du réseau, nous avons vérifié
que ces métabolites étaient aussi productibles d'un point de vu quantitatif (FBA). Cette vé-
rification quantitative n’a été effectuée qu’a la fin de la complétion du réseau pour plusieurs
raisons. Tout d’abord il nous a semblé plus naturel d’effectuer une analyse topologique du
réseau avant de s’intéresser aux détails liés a la stcechiométrie des réactions. De plus nous
avons intuité que les cycles métaboliques les plus importants du réseau ont été reconstruits
lors de la toute premiere étape de reconstruction du réseau métabolique, les génes "impor-
tants" dans le métabolisme ayant souvent été bien annotés manuellement. D’autre part ASP
ne permet pas, actuellement, de réaliser des calculs sur 'ensemble des chiffres réels mais
uniquement sur les entiers, rendant difficile voir impossible le fait de tester la productibilité
de molécules selon des critéres quantitatifs tout en profitant de la tres grande efficacité des
solveurs ASP.

Données transcriptomiques Enfin, nous possédons des données de transcriptomique et
protéomique [TEP*11] qui permettront de valider certaines prédictions de réactions méta-
boliques intégrées dans le réseau.

3.2 Construction d’'une ébauche du réseau : gestion des données
hétérogenes

3.2.1 Reconstruction a partir des annotations

Lexploitation des annotations a nécessité un prétraitement important et fastidieux. En
effet, les annotations de génes étaient uniquement disponibles en ligne sous forme de pages
html, avec une page par gene. Lensemble de ces pages est accessible a I'adresse http://
bioinformatics.psb.ugent.be/orcae/overview/Ectsi. Ces annotations proviennent
en grande majorité de recherches de fonctions réalisées manuellement. Les pages pour
chaque géne ont donc été créées manuellement et ne sont pas du tout homogenes. Cer-
taines contiennent des informations tres précises avec le numéro E.C., des données onto-
logiques en lien avec GO, des liens vers des réactions présentes dans KEGG, un nom précis
et un nom générique, une description précise du géne ou encore une descriptions des dif-
férents domaines protéiques retrouvés a partir de la séquence de la protéine prédite. Pour
d’autres pages seul un nom de géne plus ou moins précis et non normalisé sera disponible.
Il a donc fallu recueillir les différentes informations disponibles au niveau de ’annotation
pour pouvoir faire le tri entre les plus précises et celles pouvant étre laissées de coté. L'ac-
cés direct a la base de données regroupant toutes ces informations nous ayant été refusé, le
choix a été fait de télécharger '’ensemble des pages HTML regroupant les annotations et de
parser ces fichiers a 'aide de scripts spécialement créés pour 'occasion. Cela a également
permis de créer directement des fichiers dans le bon format pour permettre une intégra-
tion directe dans la suite de logiciels Pathway tools qui nécessite d’avoir soit des fichiers
"maison" contenant I’ensemble des informations disponibles, soit directement des fichiers
GeneBank.

La version 17.0 du logiciel Pathway Tools [KPR02] a été utilisée pour la reconstruction
du draft du réseau métabolique d’' E. siliculosus a partir des annotations obtenues sur le site
internet ORCAE. Ce logiciel permet d’interpréter I'’ensemble des informations disponibles
dans les annotations pour retrouver quelle(s) réaction(s) de la base de données MetaCyc
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(version 17.0) correspond a quelle(s) annotation(s). Le choix s’est basé sur ce logiciel de par
sa forte complémentarité avec la base de données MetaCyc et son efficacité dans la ges-
tion d’annotations peu précises, comme lorsque 'on a uniquement le nom d’un gene par
exemple.

Cela a permis de reconstruire un premier draft métabolique que I’on nommera EctoGEM -
annot contenant 1677 réactions et 1889 métabolites.

Comme expliqué précédemment, Meneco permet de vérifier la productibilité des 50 mé-
tabolites cibles a partir du milieu de culture. Le réseau EctoGEM-annot est capable de pro-
duire 25 de ces 50 cibles.

Cela suggere que les annotations du génome ne suffisent pas a reconstruire un réseau
métabolique fonctionnel. On peut par exemple citer les enzymes appelées "élongases" qui
permettent de produire des acides gras poly-insaturés. Celles-ci ne sont annotées que par-
tiellement du fait de la difficulté d’établir leur spécificité a partir seulement de la séquence
protéique. Par conséquent, aucun numéro EC ne leur est attribué, et les réactions associées
n’'ont pas pu étre ajoutées au réseau.

3.2.2 Reconstruction a partir d'un réseau métabolique de réference

Une seconde ébauche de réseau métabolique a été reconstruite en n’utilisant plus I'ex-
pertise manuelle des spécialistes sur les annotations mais en considérant I'expertise ma-
nuelle des spécialistes sur la reconstruction de réseaux métaboliques. L'ensemble des pro-
téines codant pour les réactions contenues dans le réseau métabolique d’ Arabidopsis tha-
liana, AraGEM [dQP*10b], ont ainsi été identifiées. Une recherche d’orthologie a ensuite
été effectuée entre ces protéines et les protéines prédites chez 'algue brune afin d’extra-
poler ces résultats d’orthologie a I'ajout de réactions dans I'ébauche. Cette recherche a été
effectuée par les outils InParanoid (version 4.1) [RSS01] et OrthoMCL (version 2.0.9) [LSR03]
puis ces résultats ont été combinés en utilisant le logiciel Pantograph (version 0.1.1) [NL13].

Lébauche métabolique obtenue, appelée EctoGEM-ortho, est composée de 786 réac-
tions et 1767 métabolites. Meneco indique que le réseau EctoGEM-ortho n'est capable de
produire aucun des métabolites d’intérét. Ceci s’explique probablement par la distance phy-
logénétique entre Ectocarpus siliculosus et Arabidopsis thaliana, qui a rendu la recherche
d’orthologues difficile.

3.2.3 Complémentarité des deux réseaux : outils pour leur fusion

Une fois EctoGEM-annot et EctoGEM-ortho construits, nous avons choisi de fusionner
I'ensemble des deux réseaux pour profiter a la fois de la qualité des annotations manuelles
réalisées sur le génome et de la qualité de la reconstruction manuelle réalisée avec le ré-
seau métabolique d’ Arabidopsis thaliana. Les deux réseaux ont été fusionnés en un réseau
appelé EctoGEM-combined.

Fusionner deux réseaux métaboliques créés a partir de bases de données de réactions
différentes est particulierement difficile pour une raison simple, les identifiants des réac-
tions et des métabolites ne seront pas les mémes dans les deux bases de données. Pour
résoudre ce probléme et réussir a faire correspondre les identifiants de deux métabolites ou
de deux réactions identiques, deux outils ont été créés par Guillaume Collet. MeMap trans-
forme chaque identifiant de réaction provenant de MetaCyc (ou possédant un lien depuis
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MetaCyc vers une autre base de données) en un identifiant interne. MeMerge fusionne en-
suite simplement les différents réseaux qui posseédent désormais des identifiants communs.

Pour réussir a faire correspondre les différents identifiants, ces outils utilisent largement
les informations contenues dans la base de données MetaCyc. En effet, cette base de don-
nées a I'intérét énorme de posséder beaucoup de lien entre chaque entité existante et les
mémes entités dans d’autres bases de données. Quand un lien direct existe depuis une ré-
action présente dans MetaCyc vers une réaction présente dans Kegg, cette association est
assez aisée a trouver. Quand ce n’est pas le cas, nous allons pouvoir travailler au niveau
des métabolites, en considérant que deux réactions possédant les mémes réactants et les
mémes produits, il est raisonnable de considérer qu’il s’agit d'une réaction unique. La en-
core le lien entre les métabolites pourra se faire directement depuis MetaCyc vers Kegg a
I'aide des références croisées entre ces deux bases de données, ou en passant par une base
de données intermédiaire spécialisée dans les molécules biochimiques, ChEBI [DAME™" 08].
Cette base de données contiendra la composition chimique des molécules, des liens ex-
ternes vers d’autres bases de données mais surtout les synonymes qu’auront les molécules.
Ces synonymes permettront de faire le lien entre les molécules présentes dans les diffé-
rentes bases de données et donc le lien entre les réactions.

Le réseau EctoGEM-annot contient désormais 1785 réactions et 1981 métabolites.

Nous pouvons donc considérer que la recherche d’orthologues a permis d’ajouter 108
réactions par rapport aux annotations, ce qui prouve l'intérét de cette seconde étape. En
revanche, I'ajout de ces réactions n’a rien changé pour la fonctionnalité du réseau; vis a vis
des 50 métabolites d’intérét, nous avons toujours 25 d’entre eux qui ne peuvent pas étre
produits.

3.2.4 Conclusion

Ces deux reconstructions d’ébauches métaboliques et leur association ont permis d’uti-
liser la majorité des informations disponibles dans le génome de 'espece étudiée. Il en res-
sort que ces informations ne sont pas suffisantes pour reconstruire un réseau métabolique
fonctionnel, lorsque nous sommes en présence d’espéces non classiques et éloignées phylo-
génétiquement des especes modeles classiques. Cela est en partie di au fait que nous nous
retrouvons en permanence face a des problémes de formalisation des données biologiques,
des problemes d’unification d’identifiants entre différentes bases de données, etc. Le déve-
loppement d’approches de réconciliation efficaces va rapidement devenir nécessaire pour
éviter la perte d’'information et la multiplication de réseaux métaboliques possédant chacun
leurs propres conventions de nommage des identifiants de réactions ou de métabolites.

3.3 Complétion

3.3.1 Identification de réactions a ajouter

Seuls 25 des 50 métabolites d’intérét pouvant étre produits par le réseau résultant de
la fusion des deux ébauches métaboliques, il semble donc évident que certaines réactions
manquent dans le réseau. Le logiciel Meneco va étre utilisé une fois de plus. Ici nous ne nous
contenterons pas de vérifier la productibilité de molécules, mais nous allons nous servir de
la seconde fonctionnalité de Meneco qui consiste en la résolution du probleme combina-



74 Pipeline de reconstruction de réseaux a partir de données hétérogénes

toire traité au chapitre 2. Pour cela, nous avons besoin de quatre sources de données diffé-
rentes :

— Un draft métabolique : le réseau provenant de la fusion précédente

— Une base de données de réactions métaboliques : MetaCyc 17.0

— Une liste de métabolites graines :les molécules entrant dans la composition de

I'eau de mer artificielle

— Une liste de métabolites cibles : une liste de 51 métabolites identifiés par diffé-

rentes techniques biologiques

En suivant un principe de parcimonie, Meneco va calculer le nombre minimal de réac-
tions provenant de la base de données a ajouter au réseau pour permettre la production
des métabolites cibles a partir des métabolites graines. Etant donné que I'on peut consi-
dérer que les cofacteurs sont présents (au moins en quantité infime) dans toutes les cel-
lules d'un organisme et qu’ils ne peuvent étre créés a partir de rien, nous avons choisi de
rajouter ces molécules nécessaires a la plupart des réactions dans les métabolites graines.
Cette approche est en total accord avec les méthodes classiques de modélisations de ré-
seaux métaboliques basées sur une étude topologique des réseaux [HE07]. Meneco va ainsi
nous indiquer les métabolites cibles ne pouvant pas étre produits a partir du réseau et des
métabolites graines. Si ce nombre est non nul, on calculera le nombre minimal de réactions
a ajouter au réseau, et on listera ’ensemble des groupes de réactions de taille minimale qui
pourront compléter le réseau. Nous pouvons également obtenir I'union et I'intersection de
ces sets minimaux de réactions.

Le logiciel Meneco a donc été utilisé pour calculer le nombre minimal de réactions a
ajouter dans le modele pour permettre la production de I'’ensemble des 50 métabolites
cibles (c’est a dire les réactions a ajouter pour produire les 25 autres métabolites). La base
de données considérée pour identifier les réactions a rajouter est MetaCyc, a laquelle nous
avons ajouté les deux réactions de KEGG précédemment citées. Il est ressorti de cette étude
que 'ajout de 44 réactions au moins suffit a rétablir la connectivité du réseau vis a vis des 50
métabolites étudiés. Il existe 4320 ensembles de 44 réactions qui permettent de faire cela.
Lunion de ces 4320 solutions toutes différentes est formée de 60 réactions, signe d’un tres
grand chevauchement des solutions.

Les améliorations de Meneco présentées dans le chapitre 2, qu’elles concernent I'inté-
gration de la réversibilité des réactions dans la modélisation ou le changement de solveur,
ont montré leur intérét pour permettre de réaliser la complétion en un temps raisonnable.
Cependant le nombre de solutions proposées est assez important et nécessite un filtrage qui
dépasse les questions purement combinatoires posées précédemment.

3.3.2 Filtrage par analyse sémantique

Pour étudier ce chevauchement nous avons réalisé une étude sémantique des diffé-
rentes solutions pour observer I'importance de ces réactions vis a vis de la fonctionnalité.

En effet certaines réactions vont étre mutuellement exclusives les unes des autres car
jamais présentes ensemble dans groupe de réactions. En analysant sémantiquement ces
réactions et en étudiant les termes GO associés, nous pouvons identifier certaines réactions
qui seraient représentatives d'un ensemble de réactions mutuellement exclusives. Pour cela
les ancétres ontologiques des termes GO ont été étudiés, en vu de réduire la taille de 'union
des ensembles de réactions.
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Nous pouvons les classer en deux groupes : celles qui interviennent dans toutes les so-
lutions (35), et celles n’étant pas ubiquitaires (25). Ces 25 réactions ont été divisées en sept
cliques mutuellement exclusives (figure 3.1), et un groupe de quatre réactions avec trois in-
compatibilités deux a deux. Dans une clique de 4 réactions mutuellement exclusives, par
exemple, des que I'on a une réaction, nous ne pourrons pas avoir les trois autres dans la
méme solution. Chacune des 4320 solutions sera donc formée des 35 réactions ubiquitaires,
d’une des réactions de cliques et de deux réactions du dernier groupe de quatre. Nous avons
donc eu l'intuition que certaines réactions étaient équivalentes, notamment au cceur des
cliques.

35 ubiquitous

reactions Dihydrofolatesynth-RXN

H2neopterinaldol-RXN
RXN-9655

o RXN-9634 + RXN30-5304
pairs of reactions =~ RXN-9634 + RXN-9543

XN-961
yoxylate-re NADP+-RXN

ycolate-r -|
ycolald-dehydrog-RXN

1/2 reactions RXN-9549
RXN30-9780

Phosphoglycerate-phosphatase-RXN 5, i
Sghosphogl cerate-phosphatase-RXN 8 reactions
lycerol-dehydrogenase-NADP+-RXN
ACP-S-acetyltransfer-RXl:lI 1/3 reactions
2.3.1.180-RXN

Fatty-acid-synthase-RXN
Fatty-:c‘)t/\'-(:oA-sgnthase-RXN 113 reactions

RXN-12766

Ad. 1 A RXN 1 reaction

RXN-8389

EctoGEM-combined
1,785 reactions

1,981 compounds 1/4 reactions

OOOD

1 reaction

FIGURE 3.1: Composition des 432 ensembles de 44 réactions candidates a la complétion
pour permettre la productibilité des 50 cibles. Chaque ensemble de réactions peut étre
décomposé en un ensemble de 35 réactions présentes partout auquel nous ajoutons une
réaction de chaque groupe représenté, deux réactions du groupe représenté en haut a
gauche et une paire de deux réactions.

Si des cliques contiennent des réactions équivalentes, nous aurons la possibilité de choi-
sir une ou 'autre des réactions de la clique pour limiter I'ajout de réactions non supportées
par des preuves biologiques et aussi le nombre de solutions différentes. Cette procédure
a permis d’enlever 5 réactions différentes du réseau, qui possédaient déja leur équivalent,
amenant le nombre de solutions différentes de 4320 a 432. Nous avons ajouté ces 55 réac-
tions au réseau précédent pour obtenir EctoGEM- functional, qui contient 1840 réactions et
2004 métabolites, et permettent de produire les 50 métabolites identifiés.

3.3.3 Compartimentation

Les annotations du génome d’ Ectocarpus siliculosus contiennent une information qui
n’'a pas été prise en compte jusqu’a présent : une prédiction de localisation des protéines
effectuée par 'outil HECTAR [GGCO08], développé spécifiquement pour les protéines pré-
sentes chez les hétérokontes. Cette information a été prise en compte en fin de recons-
truction pour définir une localisation supposée de certaines enzymes, bien qu’aucune va-
lidation expérimentale n’ai été réalisée chez aucune algue brune a ce jour. D’autre part les
genes présents dans le génome mitochondrial et chloroplastique d’ Ectocarpus siliculosus
ont également servi a prédire la localisation de certaines protéines.
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3.4 Curation manuelle du réseau

Afin de valider la reconstruction automatique du réseau métabolique d’ Ectocarpus sili-
culosus et d’étudier sa complétude, nous avons effectué une curation manuelle du réseau.
Cette curation est basée sur une étude bibliographique par des experts et une étude des pro-
fils HMMs pour évaluer I'existence de génes candidats dans le génome de I'algue. Une at-
tention toute particuliére a été apportée aux réactions supportées ni par leurs annotations,
ni par des données d’orthologie. Celles-ci sont en effet la cible privilégiée pour de nouvelles
annotations géniques amenant a de futures validations fonctionnelles.

3.4.1 Score pour chaque réaction

Pour chaque réaction ajoutée dans le réseau, 'ensemble des enzymes connues dans
l’arbre du vivant qui codent pour cette réaction particuliere a partir de la base de don-
nées ExPASy-ENZYME (http://enzyme.expasy.org/) ont été recherchées. Ces séquences
enzymatiques ont été alignées par ClustalO (http://www.clustal.org/omega) puis des
profils HMMs ont été créés pour chaque réaction avec la suite logicielle HMMER (http:
//hmmer . janelia.org version 3.0). La méme suite logicielle a été utilisée pour recher-
cher des séquences correspondantes au profil dans 'ensemble des séquences protéiques
prédites par le génome d’ Ectocarpus siliculosus. Lorsque nous avons obtenu une e-value
< 107!, nous avons considéré le match comme étant suffisamment siir pour étre présenté
aux biologistes pour une éventuelle étude manuelle.

3.4.2 Identification de faux positifs

Parmi ces réactions ne possédant aucune base génétique, nous pouvons citer les réac-
tions ajoutées par Pathway Tools dans le réseau. En effet, lors de la reconstruction initiale,
Pathway Tools identifie des voies métaboliques qu’il considére comme étant présentes dans
le réseau, que celles-ci soient compléetes ou non. Ainsi, pour une voie métaboliques donnée,
s’il manque une seule réaction de cette voie, Pathway Tools va probablement ajouter cette
réaction au réseau sans associer aucune enzyme. L'ajout de réactions dépendra a la fois de
la proportion de réactions manquantes dans une voie donnée et du nombre de voies dif-
férentes dans lesquelles sont impliquées les réactions identifiées comme présentes. Ainsi
une voie métabolique composée de trois réactions, dont deux ont été retrouvées pourra
étre considérée comme présente, si ces deux réactions n'interviennent que dans cette voie
métabolique, ou absente si ces deux réactions sont associées a de nombreuses voies dans la
base de données.

Etant donné la grande distance phylogénétique existant entre Ectocarpus siliculosus
et les especes présentes dans MetaCyc, Pathway Tools risque d’inclure un grand nombre
de faux positifs. Nous pouvons prendre comme exemple la premiere voie de dégradation
du glycogene (glycocat-PWY dans MetaCyc) formée de sept réactions et considérée comme
complete dans EctoGEM-annot. Seules trois des réactions sont supportées par des anno-
tations de génes (numéros E.C. : 2.1.7.1.2, 5.4.2.2 et 3.2.1.20). Deux de ces réactions sont
impliquées dans plusieurs autres voies métaboliques comme la dégradation du glucose,
du glucose-1-phosphate ou encore de 'amidon. La troisieme (3.2.1.20) correspond a une
alpha-glucosidase dont la spécificité basée uniquement sur de ’homologie de séquence est
difficile a déterminer. Il reste quatre réactions ajoutées par Pathway Tools qui sont tres pro-
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bablement des faux positifs. Des cas similaires ont été rencontrés dans d’autres voies méta-
boliques associées au métabolisme des acides aminés. Ces faux positifs ont été identifiés et
retirés lors de I’étape de curation manuelle.

3.4.3 Ajout de réactions spécifiques

La curation manuelle a également été utilisée pour rajouter des réactions pour lesquelles
les annotations étaient incomplétes et les recherches d’orthologie insuffisantes. On peut par
exemple citer 'exemple de la réaction correspondant a la 3-phosphoglycérate-phosphatase,
catalysée par une "Purple Acid Phosphatase” (PAP) qui produit du phosphate et du glycé-
rate. Les PAPs sont présentes chez la plupart des eucaryotes, méme si les orthologues entre
plantes et animaux sont assez éloignés. Aucun géne correspondant aux PAPs n’avait été an-
noté dans le génome, mais une recherche manuelle a montré que le gene Esi0000_0474 est
un bon candidat. Un autre exemple concerne le géne Esi0002_0097. Pathway Tools a consi-
déré qu'une réaction correspondant a une phosphoglycérate-phosphatase devait étre pré-
sente comme alternative a la production de glycérate, catalysée par une phosphatase alka-
line. Le gene Esi0002_0097 est un excellent candidat pour cette enzyme comme le montre
les analyses HMMs notamment.

Lareconstruction basée sur les analyses d’orthologie apporte également son lot d’infor-
mations. On peut par exemple citer deux enzymes, la diamine oxydase (gene Esi0076_0063)
et alanine aminotransférase (géne Esi0008_0209) qui ont été correctement identifiées par
I'analyse des orthologues malgré une annotation insuffisante de ces genes dans le génome
d’ Ectocarpus. Cette approche n’est pourtant pas parfaite, si I'on regarde par exemple la
glycérate kinase impliquée dans la photorespiration. Pour cette réaction, le gene candidat
trouvé manuellement est le géne Esi0157_0054. Celui-ci n’a pas été annoté dans le génome
d’algue, et aucune protéine n’est associée a cette réaction chez Arabidopsis thaliana, em-
péchant par la méme la recherche d’orthologue. Cette réaction et le gene associé ont été
ajouté manuellement dans le réseau final.

Enfin, quand cela était possible des données d’expression ont été utilisées pour caracté-
riser certains genes bien précis. Ainsi, si TARN messager d'un gene existe, ceci est un signe
que la prédiction du géne est réelle et que nous ne sommes pas en présence d'un pseudo-
gene.

3.4.4 Conclusion

Cette curation manuelle du réseau métabolique a permis de distinguer plusieurs sources
de faux positifs dans la reconstruction du réseau, de par 'utilisation de Pathway tools ou
encore la présence d’enzymes multi-domaines. Des faux négatifs existant également apres
la reconstruction des ébauches métaboliques, la complétion du réseau a permis de gui-
der cette curation manuelle lors de la recherche des réactions et des associations genes-
réactions manquantes. Les apports biologiques de cette curation manuelle seront étudiés
plus précisément dans le chapitre 4.
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3.5 Validation fonctionnelle

3.5.1 Réseau final

Au final le réseau EctoGEM contient 1866 réactions et 2020 métabolites impliqués dans
224 voies métaboliques completes. Ces chiffres sont du méme ordre de grandeur que ceux
obtenus pour la reconstruction d’autres réseaux métaboliques d’eucaryotes photosynthé-
tiques :

— Phaeodactylum tricornutum : 1719 réactions [FMR"12]

Chlamydomonas reinhardtii : 1500 a 2000 réactions [CMK*09, CGM*11, dQP*10b]
Ostreococcus : ~900 réactions [KYW™12]
Arabidopsis thaliana : 1567 réactions [dQP*10b]

EctoGEM v1.0 est ainsi basé sur I'utilisation de différentes méthodes informatiques com-
plémentaires, complétées par une curation manuelle. Toutes les informations relatives a
EctoGEM sont disponibles via un site internet (http://ectogem.irisa.fr/) aveclesliens
vers les différentes annotations génomiques, les données de séquences ou encore les liens
vers MetaCyc. Nous considérons que EctoGEM peut étre une ressource communautaire, dy-
namique, flexible et évolutive. En effet n'importe quel chercheur peut désormais avoir acces
au réseau et nous donner des informations sur différents aspects du réseau. Un formulaire
a été mis en place sur le site internet afin de favoriser et simplifier ce type d’échanges. De
plus, 'ensemble des sources d’information ayant amené I'ajout de telle ou telle réaction
dans le modele est disponible, permettant par la méme de juger de la crédibilité a apporter
a chacune des prédictions.

3.5.2 Analyse par balance de flux

Comme validation globale du réseau EctoGEM- functional obtenu nous avons construit
une fonction de biomasse spécifique a Ectocarpus siliculosus, basée sur une étude biblio-
graphique des résultats de profilage métabolique obtenu chez cette algue. Cette fonction
objectif est formée de 30 métabolites issus d’expériences de profilage métabolique décrites
dans des publications contenant des valeurs numériques de concentrations de molécules
[GDR*10, DGR*11]. Ces 30 métabolites étaient tous présents dans la liste des 50 cibles uti-
lisés pour le gap-filling. La FBA permet de vérifier que le réseau peut produire ces 30 méta-
bolites en quantité équivalente a la réalité biologique. La composition précise de la fonction
de biomasse est présentée en table 3.1.

Une fois cette fonction établie, une analyse par balance de flux (décrite précisément
en 1.2.2) a été effectuée pour vérifier si le réseau reconstruit est quantitativement capable
de produire de la biomasse. Dans le cadre de la reconstruction de ce réseau, nous avons
décidé d’utiliser la boite a outil COBRApy [ELPH13] qui utilise le solveur GLPK (GNU Linear
Programming Kit).

Alinverse de Meneco qui réalise une analyse topologique qualitative du réseau, les ap-
proches numériques telles que le FBA sont basées sur des contraintes quantitatives regar-
dant I'existence de flux quantitatifs capables de produire les métabolites présents dans la
fonction objective tout en satisfaisant les contraintes stoechiométriques. Comme discuté
dans le chapitre 2, il n’était certain que le réseau complété a ’'aide de Meneco permettrait
de produire de la biomasse avec une approche basée sur la stcechiométrie des réactions. Le
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TABLE 3.1: Nom et quantité des molécules prises en compte dans la fonction de biomasse

du réseau EctoGEM

molécule quantité
4-amino-butyrate 0.01
arginine 0.1
asparagine 0.75
citrate 19.3055
cysteine 0.3
glucose 2.7615
glutamine 10.7
glutamate 18.85
glycine 3.8
glycerate 0.123
glycerol 2.375
glycollate 0.029
histidine 0.1
Iso-leucine 0.2
alanine 26.6
aspartate 12.5
ornithine 0.1
leucine 0.3
lysine 0.35
mannitol 3314
methionine 0.3
phenylalanine 0.35
proline 1.35
serine 3.35
succinate 0.878
threonine 0.65
iso-citrate 9.37
tryptophane 0.115
tyrosine 0.125
valine 0.85
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modele métabolique obtenu ici permet de produire de la biomasse globalement a partir de
la composition du milieu de culture de I'algue.

Notre analyse montre que la complétion topologique avec un nombre minimal de ré-
actions, combiné a la curation manuelle, résulte en un réseau capable de produire de la
biomasse dans des proportions correctes. Etant donné que Meneco peut échouer lors de la
reconstruction de certains cycles, cela semble indiquer que peu de cycles incomplets exis-
taient lors de la création de I'ébauche métabolique. Ce processus de reconstruction semble
donc particulierement adapté a la création de réseaux métaboliques chez des espéces non
classiques pour I'étude de processus globaux.

3.6 Le workflow de reconstruction du réseau

Le but principal de notre approche était la reconstruction automatique d'un réseau mé-
tabolique d’'un nouvel organisme modele distant phylogénétiquement des principaux mo-
deles biologiques eucaryotes étudiés jusqu’a présent, tout en minimisant le nombre de faux
positifs ajoutés au niveau des réactions et des gaps, ou du moins en facilitant leur détection
et ainsi leur retrait. Dans ce but, nous avons implémenté un pipeline intégratif pour la re-
construction d'un réseau métabolique de ce type. Ce processus global peut étre généralisé
a de nombreux autres organismes du méme type.

3.6.1 Description du pipeline

Nous nous basons tout d’abord sur l'utilisation de Pathway Tools qui va prendre en
compte les annotations du génome de 'espece, en particulier les numéros EC et les termes
GO, afin de trouver les réactions correspondantes provenant de MetaCyc.

Nous utilisons ensuite Pathologic [LDNS12] afin de retrouver des informations prove-
nant d’orthologie plutdt que d’utiliser les annotations. Pour cela un réseau métabolique re-
construit pour une espece proche phylogénétiquement ou métaboliquement parlant, et de
trés bonne qualité, doit étre utilisé. Le réseau AraGEM [dQP*10b] d’ Arabidopsis thaliana a
donc été choisi comme référence pour Ectocarpus siliculosus car il s’agit d’'un réseau mé-
tabolique de bonne qualité pour un eucaryote multicellulaire photosynthétique.

Malgré ces deux sources importantes de données biologiques, les deux approches consi-
dérées indépendamment ne permettent pas d’ obtenir un réseau métabolique fonctionnel.
Afin de surmonter cette difficulté, nous avons développé MeMap et MeMerge pour fusion-
ner des réseaux avec des identifiants issus de Metacyc ou Kegg en un réseau unifié.

Afin de compléter ce réseau, nous avons amélioré un outil de gap-filling existant, Me-
neco, en améliorant son efficacité notamment, comme précisé dans le chapitre précédent.
Cette amélioration a été nécessaire afin de pouvoir envisager de travailler a I’échelle du gé-
nome, et afin de mieux prendre en compte certaines spécificités des réseaux construits pour
de nouveaux modeles biologiques susceptibles de contenir de nouveaux génes et donc de
nouvelles réactions métaboliques (grand nombre de gaps et prise en compte des réactions
réversibles). Cet outil utilise des résultats de profilage métabolique publiés et suggere des
réactions a ajouter au modele pour satisfaire a des critéres topologiques de productibilité
des métabolites identifiés. Dans le cas d’ Ectocarpus siliculosus , le mannitol, par exemple,
n’était pas productible par la combinaison des deux réseaux précédents. Il est devenu pro-
ductible apres I'addition d'une seule réaction manquante.
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Malgré cela, la combinaison de toutes ces méthodes ne remplace pas la nécessité d’'une
curation manuelle, bien qu’elle facilite celle-ci. En effet, la derniére étape consiste en une
curation manuelle du réseau basée sur des informations provenant d’étude de séquences
avec des profils HMMs et/ou de la bibliographie. Cette étape permet également de rajouter
des réactions dans le réseau qui n’auraient pas pu étre trouvées par les données génomiques
ou de profilage métabolique, comme par exemple deux réactions impliquées dans le recy-
clage du mannitol ou la voie de synthese des alginates.

La derniére étape consiste a vérifier la fonctionnalité du systeme a produire quantitati-
vement de la biomasse. Dans le cas d’ Ectocarpus siliculosus , le systéme a été capable de
produire cette biomasse. Il reste cependant a améliorer le réseau en introduisant de nou-
veaux métabolites cibles et caractérisant les échanges de co-facteurs dans le cycle cellulaire.

La figure 3.2 résume I'ensemble du workflow et les résultats obtenus lors de la création
d’EctoGEM 1.0, le réseau métabolique d’ Ectocarpus siliculosus.

3.6.2 Outils intégrés dans le pipeline

Comparaison avec les autres pipelines de reconstruction de réseaux algues Comparé
aux autres pipelines de reconstruction de réseaux métaboliques utilisés jusqu’'a présent
chez des algues, qui sont présentés en partie 1.5, notre approche contient un certain nombre
de particularités. Tout d’abord nous ne nous sommes pas contentés d'une source unique de
données, comme cela a été le cas la plupart du temps, mais nous avons utilisé a la fois les
annotations disponibles via I'interface web Orcae et des recherches d’orthologues en s’ap-
puyant sur la qualité du réseau métabolique AraGEM. Ces deux sources de données nous
ayant permis de créer une ébauche métabolique de grande taille, nous avons di utiliser
une méthode automatique globale de complétion a la différence d’AlgaGEM et de Diatom-
Cyc. Pour cela, nous avons développé une méthode permettant d’obtenir 'ensemble des
complétions minimales, et non uniquement un échantillonnage comme cela a été le cas
pour une partie de la complétion réalisée chez Ostreococcus. La validation du réseau obte-
nue a été réalisée en utilisant la technique de Flux Balance Analysis, comme cela a été le
cas dans presque tous les réseaux métaboliques d’algues existants, en créant entierement
une fonction de biomasse a I’'aide d'une étude bibliographique. Enfin les réactions prédites
comme étant présentes dans le réseau ont été étudiées afin de rechercher des genes pou-
vant coder pour les enzymes impliquées dans ces réactions. Cela a été réalisé en créant des
profils HMMs pour chaque réaction en se basant sur les séquences des enzymes existantes
chez d’autres organismes. D’autres méthodes pourraient étre utilisées pour effectuer cette
recherche telle que la méthode PRIAM [?].

Les étapes principales de ce processus global de reconstruction sont présentées en table
3.2 avec les différentes étapes utilisées pour réaliser les autres réseaux métaboliques chez
des algues.

Importance des briques du pipeline Ce pipeline global, nous le voyons, est composé de
différentes briques qui nous semblent les plus efficaces et les plus précises aujourd’hui. Il
est cependant intéressant de remarquer que I’ensemble de ces briques ne sont pas figées et
pourraient aisément étre remplacées par d’autres méthodes si celles-ci venaient a dépasser
celles utilisées. Par exemple, Pantograph pourrait étre remplacé par un autre outil d’infé-
rence de réseaux métaboliques a partir de réseaux existants en se basant sur d’autres scores
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Ectocarpus siliculosus genome

e ——

Genome annotations Protein sequences

Pathway Tools OrthoMCL
InParanoid

EctoGEM-annot Pantograph

1,677 reactions

1,889 metabolites
25/50 targets EctoGEM-ortho

786 reactions

1,767 metabolites
EctoGEM-combined 0/50 targets

1,785 reactions
1,981 metabolites
25/50 targets

HMM profllg EctoGEM-functional
Manual curation
1,840 reactions
chloroGEM-combined

2,004 metabolites
66 reactions

50/50 targets
136 metabolites

mitoGEM-combined 1,866 reactions
2,020 metabolites

22 reactions
33 metabolites

Meneco
Semantic analysis

FIGURE 3.2: Résumé de 'approche intégrative de la reconstruction du réseau métabolique
d’Ectocarpus siliculosus. Les boites bleues correspondent aux outils utilisés. Les boites
vertes correspondent aux données utilisées et aux différentes versions du réseau existantes.
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TABLE 3.2: Comparaison des différentes méthodes de reconstruction de réseaux méta-
boliques chez des algues avec la méthode proposée pour la reconstruction du réseau
d’ Ectocarpus siliculosus.

Espece Nom duréseau Source Reconstru- Complétion FBA?
de don- ction initiale
nées
Chlamydomonas  AlgaGEM KEGG mapping sur manuel, composé Oui
reinhardtii KEGG par composé
Chlamydomonas  iRC1080 réseau Manuel Effectué mais pas Oui
reinhardtii pré- d’informations
existant
+  bi-
bliogra-
phie
Ostreococcus KEGG mapping sur Top-down et Oui
KEGG Bottom-up, pas de
solution unique
Phaeodactylum DiatomCyc KEGG + Pathwaytools Manuel pour les Non
tricornutum Meta- voies métabo-
cyc liques connues
Ectocarpus silicu- EctoGEM Orcae Pathway tools Bottom-up auto- Oui
losus + Me- + Orthologie matique, union de
taCyc + toutes les solutions
AraCyc minimales + cura-

tion sémantique et
manuelle
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qu'uniquement la similarité de séquence. La prédiction des enzymes par des profils HMMs
pourrait étre remplacée par des outils utilisant des fonctions de score plus précises, en pre-
nant par exemple en compte des domaines protéiques interagissant en trois dimension.
Meneco pourrait également étre remplacé par d’autres outils de complétion si les données
nécessaires sont disponibles et que 'efficacité de ces outils est présente.

Ainsi, si la méthode proposée permet bien de reconstruire des réseaux métaboliques,
le pipeline en lui méme apparait comme un outil d’aide a 'annotation de réseaux métabo-
liques plus qu’'un outil de reconstruction automatique.

Importance de l'aide a la décision et du caractére évolutif du réseau Ces résultats sug-
gerent que le pipeline intégratif décrit dans cette these est pertinent pour la reconstruction
de réseaux métaboliques d’organismes biologiques pour lesquels les données expérimen-
tales sont moins importantes que pour certains modeles biologiques bien établis, et qui sont
aussi distants phylogénétiquement par rapport a des organismes tels que E. coli, Arabidop-
sis, C. elegans et bien d’autres pour lesquels des réseaux métaboliques de bonne qualité sont
accessibles. En effet, en combinant des outils de reconstruction automatique et des outils
permettant une assistance a la curation manuelle, tout en conservant en permanence des
traces de toutes les modifications effectuées, qu’elles soient manuelles ou automatiques,
nous obtenons un pipeline global permettant la reproductibilité des manipulations. En se
basant sur la méme méthodologie, des mises a jour d’EctoGEM pourront étre effectuées
régulierement au fur et a mesure que de nouvelles données seront disponibles, telles que
de nouvelles annotations de gene, et de nouveaux résultats de profilage transcriptomique,
protéomique, et/ou métabolique.

3.7 Conclusion

Ce chapitre nous a permis de décrire le processus global de reconstruction d'un réseau
métabolique chez une espéece eucaryote non classique. Si I'étape de complétion d’ébauche
meétabolique, telle que décrite dans le chapitre précédent, contient un fort probleme com-
binatoire, I'enchainement des étapes pose, elle, d’autres problemes. En effet, nous nous
sommes retrouvés confrontés a de nombreux problémes d'unifications de formats entre dif-
férents logiciels, d'unifications d’identifiants entre différentes bases de données ou encore
de représentations des connaissances. Si tout le processus n’est pas encore entiérement au-
tomatisé, cette automatisation est déja avancée.



Chapitre 4

Contribution du réseau métabolique
d’ Ectocarpus siliculosus pour
améliorer les connaissances sur la
physiologie des algues brunes

Dans ce chapitre nous présenterons tout d’abord les spécificités du métabolisme d’ Ecto-
carpus siliculosus (partie 4.1) avant d’étudier la reconstruction de certaines voies métabo-
liques importantes chez Ectocarpus siliculosus (partie 4.2). Nous continuerons par I'ana-
lyse de voies métaboliques mieux connues grace a I’analyse du réseau métabolique recons-
truit dans la partie 4.3, avant de terminer par ’étude de la réannotation de gene permise par
la reconstruction du réseau métabolique (partie 4.4). La majorité des apports biologiques
présentés dans ce chapitre ont été publiés en 2014 dans Plant Journal [PCD* 14]. Ces études
ont été réalisées en collaboration avec Simon Dittami et Ludovic Delage de la station biolo-
gique de Roscoff.

4.1 Ectocarpus siliculosus : ses spécificités

Ectocarpus siliculosus est une algue brune possédant plusieurs spécificités la rendant
intéressante a étudier, particulierement d’'un point de vue de biologie systémique. Tout
d’abord son génome (et donc son métabolisme) est le résultat d'une endosymbiose se-
condaire et de nombreux transferts latéraux de génes [CSR*10, MTS*10b, MTS" 10a]. Cela
conduit a un métabolisme hybride et a de nouvelles voies métaboliques, certaines des con-
nexions entre les différentes voies n’existant pas chez d’autres organismes.

D’autre part, les algues brunes sont sujettes a de fortes influences de leur environne-
ment sur leurs capacités métaboliques. Elles ont ainsi développé des adaptations métabo-
liques en rapport avec leur habitat, c’est a dire la zone intertidale. Il est également intéres-
sant de remarquer qu'une souche d’ Ectocarpus a été découverte vivant dans de ’eau douce
en Australie [WK96], entrainant une série d’études passionnantes sur les capacités d’adap-
tation et d’acclimatation de cette algue aux stress salins.

Comme chez de nombreux organismes, certains exemples d’évolution convergente au
niveau d’activités enzymatiques existent, illustrés par le fait qu'une méme réaction biochi-
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mique est catalysée par des protéines qui n’ont pas de proximité phylogénétique. Il est pos-
sible de citer 'exemple de la mannitol-1-phosphatase (M1Pase) [GSM*14]. Ceci n’est pas
spécifiques aux algues brunes, mais complexifie I’annotation de génomes. La création de
réseaux métaboliques peut aider a la réannotation de génomes lorsque 1'on se trouve face a
de telles réactions pour lesquelles les enzymes mises en jeu ne peuvent pas étre identifiées
par similarité de séquence.

De plus il n’est pas possible de réaliser de modification génétique directe ou inverse
chez Ectocarpus siliculosus . 1l est donc difficile d’analyser la fonction physiologique ainsi
que l'influence de certains genes in vivo in vivo. La reconstitution de voies métaboliques in
silico permet d’identifier certains genes d’'intérét pour guider les futures expérimentations
. vitro ou 1n Vivo.

Enfin Ectocarpus siliculosus ne se développe pas seule dans son environnement, mais
est associée a de nombreux autres organismes, notamment des bactéries. Pour certains su-
jets d’étude, il sera donc insuffisant de se concentrer uniquement sur I'algue. Il faudra étu-
dier I'holobionte dans son ensemble et cela sera grandement simplifié par la création ulté-
rieure de méta-réseaux métaboliques impliquant différents organismes.

4.2 Analyse de la reconstruction automatique du réseau métabo-
lique

Afin d’avoir une idée générale de la qualité de la reconstruction automatique du réseau
métabolique d’ Ectocarpus siliculosus , nous avons analysé en détail deux voies métabo-
liques typiques des algues brunes, le cycle du mannitol et la synthése des alginates. Ces
deux voies sont indispensables au métabolisme de 1’algue, le mannitol étant utilisé comme
forme de stockage du carbone et les alginates étant des composants majeurs de la matrice
extracellulaire.

4.2.1 Lasynthese des alginates

Une voie potentielle de synthése des alginates a été proposée par [MTS™ 10b] et les génes
correspondant ont été annotés dans la base de données Orcae. Dans la voie proposée par
[MTS*10b], a partir du fructose-6-phosphate produit par la photosynthese, la premiére étape
consiste en 'action d’'une mannose-6-phosphate isomérase pour produire du mannose-
6-phosphate. Celui-ci est ensuite transformé en mannose-1-phosphate par une phospho-
mannomutase et servira a produire du GDP-mannose par une mannose-1-phosphate gua-
nylyltransférase. Ce GDP-mannose sera ensuite transformé en acide GDP-mannuronique
par une GDP-mannose 6-déshydrogénase avant de produire du mannuronane par une man-
nuronane synthase. Enfin ce mannuronane produira de I'alginate par une mannuronate C5
épimérase. Lensemble de ces informations est représenté dans la partie gauche de la figure
4.1. Différents genes candidats existent pour presque toutes ces réactions, seule la trans-
formation du mannose-1-phosphate en GDP-mannose n’est pour l'instant supportée par
aucun gene.

Les quatre premieres réactions de cette voie de synthése des alginates ont été bien re-
trouvées lors de la reconstruction du réseau métabolique. Les genes proposés sont quasi-
ment équivalents, nous proposons un candidat supplémentaire pour la réaction de trans-
formation du mannose-6-phosphate en mannose-1-phosphate. Une analyse plus poussée
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Synthése des alginates

Annotation manuelle
(Michel et al., 2010a)

Fructose-6-P
Mannose-6-P isomerase (MPI)
Esi0000_0207
Esi0120_0005
Esi0120_0009,0010
Esi0195_0005*

Mannose-6-P
Phosphomannomutase (PMM)
l Esi0149_0031,0032

Mannose-1-P
Mannose-1-P guanylyltransferase (MPG)
No candidate gene

GDP-mannose
GDP-mannose 6-dehydrogenase (GMD)
Esi0051_0092
Esi0051_0113
Esi0164_0053**

Acide GDP-mannuronique
Mannuronan synthase (MS)
Esi0010_0147
Esi0086_0005

Mannuronane

Mannuronate C5 epimerase (MC5E)
l 28 genes

Alginate

87

EctoGEM-functional

(Cette étude)

MPI

MPG

MS(GT2)

MCSE

MANNPISOM -RXN

PHOSMANMUT-RXN

27.713-RNN

GDP-MANNOSE-6-
DEHYDROGENASERXN

Pas de réaction

Pas de réaction

Esi0000_0207
Esi0120_0005
Esi0120_0009,0010
Esi0195_0002*

Esi0149_0031,0032
Esi0315_0030

Pas de gene

Esi0051_0092
Esi0052_0113
Esi0164_0053**

Pas de géne

Pas de géne

FIGURE 4.1: Comparaison entre la reconstruction automatique et 'annotation manuelle
de la voie de synthése des alginates. * indique un gene pour lequel I'identifiant a changé
dans la base de données en fonction de la mise a jour de 'annotation structurale du gé-
nome (Esi0195_0005 est devenu Esi0195_0002). ** indique une protéine dont la fonction a
été caractérisée biochimiquement [TVC*11].
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de ce géne candidat montre une identité forte (65%) avec des phosphomannomutases pré-
sentes chez des plantes [QYQ™"07] suggérant qu’ Ectocarpus siliculosus ne posséde pas une,
mais deux protéines pour cette fonction. Le géne Esi0051_0113 n’a pas été retrouvé a cause
d’'un manque d’annotations dans la base de données génomique. Le géne candidat proposé
lors de la reconstruction du réseau correspond en effet a une GDP-mannose 6-déshydrogé-
nase, mais celle-ci est connue comme faisant partie d'un virus ayant intégré le génome
d’ Ectocarpus siliculosus [CSR*10].

Les deux derniéres réactions de cette voie métabolique n’ont pas été prédites lors de la
reconstruction du réseau pour différentes raisons. Tout d’abord les genes correspondant ne
possédent pas de numéro E.C. dans leur annotation, rendant difficile leur identification et
leur assignation lors de I'étape d’étude des annotations pour la reconstruction du réseau.
De plus, I'alginate ne faisant pas partie des molécules cibles utilisées lors de la complétion
de I'ébauche métabolique par Meneco, les réactions enzymatiques associées a cette voie
métabolique n’ont pas été considérées pour la complétion du réseau.

4.2.2 Lecycle du mannitol

Le cycle du mannitol est composé de quatre réactions différentes, deux pour la synthese
a partir du fructose-6-phosphate, et deux correspondant au recyclage de ce polyalcool pour
produire du fructose-6-phosphate. Des genes candidats ont été identifiés dans le génome
d’ Ectocarpus siliculosus pour ces réactions dans [MTS*10a]. Ces réactions sont présen-
tées dans la partie gauche de la figure 4.2. La premiére réaction consiste a transformer le
fructose-6-phosphate en mannitol-1-phosphate al’aide d'une mannitol-1-phosphate déshy-
drogénase. Le mannitol-1-phosphate sert ensuite a la production de mannitol grace a une
mannitol-1-phosphatase. Lors du recyclage du mannitol, nous allons avoir production de
fructose par une mannitol-2-déshydrogénase, cet ose étant ensuite reconverti en fructose-
6-phosphate par une fructokinase.

La premiere réaction a été correctement retrouvée et associée aux bons genes. Le man-
nitol faisant partie des métabolites cibles, Meneco a correctement retrouvé la seconde réac-
tion mais du fait du manque dans les bases de données de séquences protéiques identifiées
comme M1Pases, il n’a pas été possible de proposer de génes candidats pour cette réaction.
En effet, une séquence de M1Pase a été identifiée en 1998 chez Eimera [LAF* 98] mais sa
séquence a trop divergé entre les deux organismes. En revanche aucune des réactions im-
pliquées dans le recyclage du mannitol n’a été retrouvée lors de la création automatique du
réseau. Des génes candidats existants, ils ont été rajoutés manuellement au réseau EctoGEM
final.

4.3 FEtude devoies métaboliques chez Ectocarpus siliculosus al’aide
du réseau métabolique

4.3.1 Syntheése des acides aminés aromatiques

Une étude manuelle d’EctoGEM avant curation montre que, parmi les voies métabo-
liques de syntheése des acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine, et phenylalanine)
telles que décrites dans [TG10], seule celle de la tyrosine est incompléte. Les trois voies mé-
taboliques de synthése de la tyrosine présentes dans MetaCyc ("tyrosine biosynthesis [" =
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Annotation manuelle EctoGEM-functional
(Michel et al., 2010b) (Cette étude)
Enzyme Réactions prédite (MetaCyc id) Génes assignés
— Fructose-6-P
1 Mannitol-1-P dehydrogenase (M1PDH) M1PDH MANNPDEHYDROG-RXN Esi0017 0062**
—_— Esi0017_0062 ** i w
5 E50020_ 0161
o Esi0080_0017 =
C L
C
M Mannitol-1-P M1Pase MANNITOL-1-PHOSPHATASERXN Pas de gene
E Mannitol-1-phosphatase (M1Pase)
Esi0080_0016
-} Esi0100_0020**
© A
() Mannitol M2DH Pas de réaction Pas de géne
T) Mannitol-2-dehydrogenase (M2DH)
> Esi0135_0010
FrUCtOS_’e HK Pas de réaction Pas de gene
Fructokinase (FK)
Esi0139_0025

FIGURE 4.2: Comparaison entre la reconstruction automatique et 'annotation manuelle
de la voie du cycle du mannitol. ** indique une protéine dont la fonction a été caractérisée
biochimiquement. [RGD* 11, GSM™* 14]

TYRSYN, "tyrosine biosynthesis II" = PWY-3461 et "tyrosine biosynthesis III" = PWY-6120)
montrent la présence d’'une seule des trois réactions présentes dans ces voies. La tyrosine
étant présente dans les 50 métabolites d’intérét ayant servi a la reconstruction du réseau,
Meneco a proposé I'ajout d’'une phénylalanine hydroxylase (PAH) afin de permettre la pro-
duction de tyrosine via une hydroxylation de la phénylalanine(figure 4.4a). Cette suggestion
est compatible avec ce qui est observé dans le réseau métabolique DiatomCyc, qui contient
la réaction catalysée par une phénylalanine hydroxylase, pour laquelle la protéine associée
présente 50% d’identité avec une phenylalanine-4-hydroxylase humaine caractérisée. Ce-
pendant, I'analyse du génome d’ Ectocarpus siliculosus n’a pas permis de retrouver de géne
codant pour cette protéine. La voie de production des acides aminés aromatiques a donc été
étudiée manuellement afin de mieux la cerner chez cet organisme. Dans MetaCyc, la voie
de synthese I est présente chez Saccharomyces cerevisiae et Escherichia coli, alors que les
voies II et III sont présentes chez les plantes. La principale différence entre ces trois voies
réside dans la nature des intermédiaires générés entre le préphénate et la tyrosine (Figure
4.3):

- La voie microbienne implique le préphénate comme précurseur pour produire du 4-
hydroxyphénylpyruvate (HPP) par 'activité d'une déshydrogénase, ce HPP étant en-
suite converti en tyrosine par une tyrosine aminotransférase

— La voie présente chez les plantes utilise le préphénate pour produire de I'arogénate
par une préphénate aminotransférase (PAT), puis cet intermédiaire est décarboxyler
en tyrosine par une arogénate déshydrogénase

La figure 4.3 tirée de [TG10] résume ces différentes informations.

La voie métabolique associée aux plantes est localisée dans le chloroplaste [RPG*09]

et les PATs des plantes ont été caractérisées chez Arabidopsis thaliana et Petunia hybrida
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Shikimate pathway

. chorismate
chorismate mutase anthranilate synthase
(Cm) (ASa, ASB)
prephenate anthranilate
prephenate prephenate prephenate
dehydrogenase aminotransferase dehydratase
(L) (PAT) (PDT)
phosphoribosylanthranilate
p-hydroxyphenylpyruvate arogenate phenylpyruvate phosphoribosylanthranilate isomerase
(PAI)
aromatic amino acid arogenate arogenate aromatic amino acid I-(o-carboxyphenylamino)-I-
aminotransferase dehydrogenase dehydratase aminotransferase . c.
( 7 (TyrA) (ADT) (AAAAT) deoxyribulose-5-phosphate
y g indole-3-clycerol phosphate synthase
tyrosine phenylalanine (IGPS)

indole-3-glycerol phosphate

tryptophan synthase alpha subunit
(TSa)

indole
tryptophan synthase beta subunit
(TSB)

tryptophan

FIGURE 4.3: Les voies de synthese des acides aminés aromatiques chez les plantes. [TG10]
Les noms des enzymes sont donnés a coté des fleches, et sont accompagnés des noms abré-
gés entre parentheses. Les voies majoritaires de synthése de la phénylalanine et de la tyro-
sine chez les plantes sont indiquées par des fleches vertes (voie II pour la tyrosine). La voie
de synthese I de la tyrosine et une voie de synthése secondaire de la phénylalanine sont
représentées par des fleches rouges.

[GGJ*10, MYD11]. Toutefois, des résultats récents semblent indiquer qu'une voie métabo-
lique proche de la voie microbienne pourrait étre aussi présente chez les plantes, et que
la synthése de phénylalanine ne serait pas uniquement chloroplastique [YWQ™"13]. Trois
candidats ont été identifiés dans le génome d'E. siliculosus lors de la reconstruction du ré-
seau métabolique pour ces deux voies métaboliques. On note I"absence de candidat pour
les PATs, probablement parce que cette protéine n’est pas présente dans le réseau méta-
bolique AraGEM. Cependant une analyse avec la PAT identifiée chez Arabidopsis thaliana
a permis d’identifier un candidat chez Ectocarpus siliculosus (Esi0128_0018). Lensemble
des genes candidats pour les deux voies est supporté par des EST, et plusieurs d’entre eux
ont leur expression qui est réduite lors de stress abiotiques [DSP*09, RDG* 14]. La fonction
biochimique de ces génes reste a vérifier expérimentalement. La figure 4.4 (b) représente
la voie de synthese des acides aminés aromatiques proposée apres curation manuelle du
réseau.

Des analyses phylogénétiques ont été effectuées sur les quatre candidats présents dans
le génome d’ Ectocarpus siliculosus pour étudier I'évolution de cette voie chez les algues
brunes. Le logiciel Phylogeny.fr [DGB*08] a été utilisé pour cela. Les alignements protéiques
ont été réalisés a I'aide du logiciel MUSCLE avant d’étre raffinés avec GBlocks. Une fois les
alignements réalisés, les arbres phylogénétiques ont été obtenus par la méthode du maxi-
mum de vraisemblance implémentée dans PhyML. Des analyses de bootstrap sur 100 répli-
cats ont ensuite été réalisées pour estimer la confiance pouvant étre accordée a la topologie
des arbres obtenus.



Etude de voies métaboliques chez Ectocarpus siliculosus a I'aide du réseau métabolique 91

9 Chorismate
(a) Chorismate mutase
Esi0002_0121 (PWT/PTG)
CILIX[ T
Prephenate dehydratase H*
Esi0000_0583 (PWT/HMM) Préphénate
ST~ H20
D e ()
co,
Phénylpyruvate
L-glutamate

Phe aminotransferase
Esi0193_0026 (PTG)

CLIx 1O

Esi0298_0018 (PTG/HMM)

.--- Phénylalanine @ Tyrosine

Phe hydroxylase
Ajouté a EctoGEM par Meneco

2-oxoglutarate

(b) Chorismate

Chorismate mutase
Esi0002_0121

CLIx[ 19

Préphénate

Prephenate °
aminotransferase

Esi0128 0018

(O Vv

Arogénate
Arogenate/Prephenate /7 N Leestt T el Arogenate/ Prephenate
dehydratase-dehydrogenase \ dehydratase-dehydrogenase
Esi0000_0583 o, Esi0000_0583
s
CIMNTTD % : GINNTD
Phénylpyruvate % :' 4-hydroxyphénylpyruvate
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acid transferase 5 5 acid transferase
s Y

Esi0298_0018 o ‘-‘ Esi0298_0018

CILIx[ 1O * N CLIx[ 15

o
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FIGURE 4.4: Voies de biosynthése des acides aminés aromatiques avant et apres curation
manuelle.(a) Voies métaboliques prédites dans EctoGEM-functionnal. Les commentaires
associés aux enzymes indiquent comment les genes ont été identifiés et les réactions pré-
dites : PWT (Pathway Tools), PTG (Pantograph) et HMM. (b) Voies métaboliques obtenues
apres curation manuelle par analyse comparative avec d’autres espéces. La voie métabo-
lique de I'arogénate est représentée en pointillés. Les changements d’expression significatifs
(FDR < 5%) dis a des stress cuivriques (apres 4h et 8h de traitement), hypersalins, hyposa-
lins et oxydatifs (apres 6h de traitement pour les trois derniers types de stress) sont indiqués
dans cet ordre par les fleches sous les noms des genes.
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La chorismate mutase d’ Ectocarpus (Esi0002_0121) groupe avec les séquences d’ oo-
mycetes et de champignons, alors que les genes d’algues codant pour les autres enzymes
sont plus proches de leurs homologues chez les plantes. Cette observation semble indi-
quer que la synthése de phénylalanine et de la tyrosine chez Ectocarpus siliculosus se fe-
rait de facon similaire a ce qui se passe chez les plantes terrestres (via I'arogénate) plu-
tot que directement depuis le préphénate comme chez la levure. Une analyse de la sé-
quence d’Esi0000_0583 montre que cette protéine contient deux domaines, I'un corres-
pondant a une arogénate/préphénate déshydratase (A/P-DT) a l'extrémité N-terminale, et
l'autre a une arogénate/préphénate déshydrogénase (A/P-DH) a I'extrémité C-terminale.
Cette structure est différente de celles des genes des plantes terrestres ou ces deux fonc-
tions sont catalysées par des enzymes différentes [RPG*09]. Des enzymes potentiellement
bi-fonctionnelles A/P-DT et A/P-DH ont été retrouvées chez certains straménopiles comme
les oomycetes (Phytophtora, Albugo) et chez d’autres organismes plus éloignés comme des
haptophytes ou des choanoflagellées (figure 4.5). A l'inverse, chez d’autres straménopiles
plus proches phylogénétiquement des algues brunes, comme les diatomées ou les pélago-
phytes, les deux activités sont codées par des génes différents, comme c’est le cas aussi chez
les algues vertes et rouges. De plus, certains organismes tels que les oomycetes, M. brevicol-
lis, et E. huzley: possedent une enzyme potentiellement tri-fonctionnelle PAT, A/P-DH et
A/P-DT. Tous ces résultats semblent indiquer une enzyme ancestrale tri-fonctionnelle étant
donné que celle-ci est partagée par deux lignées éloignées, les straménopiles et les opistho-
kontes. Le géne aurait ainsi été tout d’abord clivé en un gene PAT et un gene bi-fonctionnel
A/P-DT et A/P-DH apres la divergence entre les oomycetes et les ochrophytes. Les figures
4.6 et 4.7 présentent les analyses phylogénétiques des A/P-DH et A/P-DT respectivement.
Ce geéne bi-fonctionnel aurait lui méme été clivé plus tard chez les diatomées. De plus, le
fait que la préphénate aminotransférase soit une partie d'une enzyme trifonctionnelle im-
pliquée dans la synthese de la phénylalanine et de la tyrosine chez les oomycetes est une
indication que le scénario le plus plausible de production de ces acides aminés chez les
straménopiles passe par la synthese d’arogénate. Cependant, la voie de synthese de la tyro-
sine connue chez la levure ne peut pas étre exclue définitivement.

Enfin, nous avons effectué une recherche d’homologues d’aminotransférases d’acides
aminés aromatiques et de phénylalanine hydroxylase (PAH) chez différentes lignées. Le géne
codant pour 'enzyme PAH est absent du génome d’F. siliculosus, mais a été identifié chez
de nombreux autres straménopiles ol les deux voies métaboliques pour la production de
la tyrosine semblent co-exister, avec ou sans la phénylalanine comme intermédiaire. Cette
situation peut également étre observée chez les archaeplastides, les opisthokontes, les al-
véolés et les cryptophytes. Tout cela semble suggérer une évolution de la production de
phénylalanine et de tyrosine indépendante de I'évolution phylogénétique des organismes.

4.3.2 Synthese du molybdenum

La reconstruction du réseau métabolique d’E. siliculosus a également permis d’obtenir
de nouveaux indices quant a la synthése du cofacteur molybdenum (Molybdenum cofactor,
Moco). La voie de synthése du Moco a été correctement reconstruite dans EctoGEM (figure
4.8a) avec trois réactions prédites par Pathway Tools en se basant sur les annotations d’Or-
cae, et les quatre autres réactions ajoutées par I'algorithme de gap-filling de Pathway Tools.
Les quatre réactions ajoutées ont été associées aux genes correspondant durant la phase
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FIGURE 4.5: Evolution des enzymes impliquées dans la syntheése des acides aminés aro-
matiques. L'arbre représente les relations phylogénétiques entre les organismes telles que
définies dans Tree Of Life (http ://tolweb.org). La longueur des branches ne représente au-
cune information. La présence des génes chez les différents organismes est indiquée par un
"+". Les fleches indiquent la fusion des déshydratases (A/P-DT) et déshydrogénases (A/P-
DH). Phytophtora infestans contient deux déshydratases, 'une étant fusionnée a la déshy-

drogénase.
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de curation manuelle. Une recherche de genes associés a cette voie métabolique a mis en
avant la présence d’'un transporteur de molybdate de type MOT2 [TJGF11] et de six loci gé-
nomiques codant pour des protéines qui dépendent probablement du Moco pour leurs ac-
tivités. Chez les plantes terrestres, le Moco est essentiel au fonctionnement notamment des
nitrates réductases et de la xanthine déshydrogénase, impliquées respectivement dans 1’as-
similation du nitrate, et la dégradation de la purine [SM06]. Chez E. siliculosus nous avons
retrouvé toutes ces réactions, avec en plus une enzyme de la famille des phosphoadénosine
phosphosulfate réductase qui contient aussi un domaine de fixation au Moco.

Tous les genes candidats impliqués dans la synthese du molybdenum sont conservés
chez les animaux, les plantes et les straménopiles. On a remarqué cependant que les sé-
quences d’'E. siliculosus sont plus proches de celles des autres straménopiles avec les-
quelles elles forment une clade indépendante. La seule exception est pour une des deux
molybdopterine synthases potentielles (Esi0290_0003), qui groupe avec les séquences de
cyanobactéries lors des analyses phylogénétiques (fig 4.8b). Cela indique que tout en consi-
dérant le fait que la biosynthése du Moco est ancestrale chez les eukaryotes, un deuxieme
gene codant pour une molybdopterine synthase a été acquis par I'ancétre commun des stra-
meénopiles via un transfert horizontal a partir d'une cyanobactérie. Comme les deux génes
correspondant a cette acitvité enzymatique sont exprimés chez E. siliculosus et présents
chez les autres straménopiles, il est intéressant de s’interroger quand a leur(s) réle(s) phy-
siologiques chez ces organismes.

4.4 Réannotation des genes

Au début de cette these, dans la base de données génomique Orcae, plus d’'un tiers des
genes ne sont pas annotés précisément ou pas annotés du tout. Un des apports de la recons-
truction du réseau métabolique d’ Ectocarpus siliculosus a été la réannotation d’'un certain
nombre de ces genes. En effet, lors des étapes de complétion d’ébauches de réseaux méta-
boliques, nous ajoutons des réactions dans le réseau qui ne sont pas, la plupart du temps,
supportées par une annotation génomique précise (si c’était le cas, normalement, la phase
de création de I’ébauche basée sur les annotations aurait dii la trouver). Ainsi, I'étape de
complétion pourra attirer I'attention des annotateurs sur une réaction précise pour laquelle
les génes correctement annotés sont manquants. Notre workflow va permettre de proposer
des genes candidats pour ces réactions via l'utilisation des données d’orthologie et les pro-
fils HMMs.

Ce manque initial d’annotation peut étre di a différentes raisons. Tout d’abord comme
précisé précédemment, le génome d’ Ectocarpus siliculosus est la résultante d’'une endo-
symbiose secondaire et de nombreux transferts latéraux de genes. Cela conduit a la pré-
sence de voies métaboliques "non classiques" chez cette algue. D’autre part, les algues bru-
nes font partie d'un groupe phylogénétique ayant divergé trés rapidement parmi les euca-
ryotes. Les annotations de génome automatiques basées sur des techniques d’homologie
de séquence risquent donc d’échouer du fait de la grande distance phylogénétique entre
Ectocarpus siliculosus et la plupart des organismes séquencés et annotés jusqu’a présent.
De plus, le métabolisme chimérique trés particulier a Fctocarpus siliculosus engendre le
fait que cette espece possede des voies métaboliques (et donc des génes) spécifiques a cette
espeéce. Enfin les expériences de transcriptomique chez Ectocarpus siliculosus sont peu
nombreuses. Par conséquent, les possibilités de réaliser des méta-analyses afin d’identifier



Réannotation des génes 97

d
GTP Cysteine Molybdopterin sy!wthase
Small subunit
Esi0290_0003*

4.1 .Q%D Esi0147_0053**
Esi0179_0043*

\ 4
Cyclic pyranopterin Thiocarboxylated molybdopterin ( \

synthase small subunit Targets

Esi0290_0003*
Esi0179_0043*

phosphate
£5i0031_0067 * Phosphoadenosine
phosphosulfate
reductase family
protein
Molybdopterin synthase Esi0218_0033*
Small subunit

Molybdopterin
Xanthine

dehydrogenase
EsiO000_0519* Esi0058_0101*
Esi0058_0108

Molybdopterin adenine dinucleotide NADH dehydrogenase
Esi0028_0044*

Exctracellular
space

Molybdate  mmmmm—p Molybdate
MOT2 S ) . Sulfite oxidase
Esi0053_0098* o Esi0000_0519 Esi0008_0206*

Nitrate reductase
Esi0006_0124*

MoO,-molybdopterin cofactor

Cyanobacteria

86 Stramenopilesl! (incl. Esi0290_0003)

Firmicutes
Fibrobacteres
Actinobacteria
Armatimonadetes
Chlamydiae
Bacteroidetes
Chloroflexi
Deltaproteobacteria
Fibrobacteres
Chlamydiae
Nitrospinae
Gammaproteobacteria
Stramenopiles| (incl. Esi0179_0043)

Bacteria
(+ Stramenopiles 1)

Eukaryotes

Green plants
0.2

FIGURE 4.8: Voies de biosynthese du cofacteur molybdenum. a) Voies métaboliques curées
et protéines associées aux réactions enzymatiques. * marque les génes exprimés chez E. si-
liculosus. ** marque les génes significativement (FDR < 5%) réprimés en réponse a un stress
hyposalin. Les nombres dans les ovales correspondent aux numéros E.C. des réactions. (b)
Position phylogénétique de deux candidats pour I'activité molybdopterin synthase. La fi-
gure montre un arbre de maximum de vraisemblance avec 75 séquences sélectionnées dans
différentes lignées. Seules les valeurs possédant un bootstrap supérieur a 50 sont indiquées.
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des genes co-régulés susceptibles d’intervenir dans des voies métaboliques communes sont
limitées. De la méme maniére, 'absence de structure en opéron ou en cluster dans le gé-
nome (que I'on retrouve chez les bactéries ou dans le métabolisme secondaire des plantes
[WGH™12]) empéche de réaliser des prédictions d’annotations en se basant sur la localisa-
tion des genes.

La création du réseau métabolique d’ Ectocarpus siliculosus a permis de réannoter ma-
nuellement, pour le moment, 56 génes. Aucune autre voie métabolique en particulier n’a
été retrouvée associée a ces genes, ce qui amene a penser que ces réannnotations ont été
réalisées pour des génes correspondant a des protéines impliquées dans différentes voies
métaboliques, et des loci dispersés dans le génome. La liste des genes réannotés est présen-
tée en annexe C.

Toutefois, nous avons remarqué qu’'une majorité des genes réannotés se trouvent dans
des voies métaboliques connues comme étant des voies de synthése de molécules. Cela
peut étre expliqué par I'étape de complétion du réseau métabolique. En effet, Meneco ra-
joute dans ce réseau des réactions afin de produire certaines molécules. Il est tout a fait
possible que ces réactions n'aient pas été ajoutées au cours de la construction de I'’ébauche
du réseau car elles n'ont pas été retrouvées dans le génome, probablement parce que le(s)
gene(s) associé(s) a ces réactions étaient pas, peu, ou mal annotées. Nous retrouvons éga-
lement quelques réactions catalysant la production de métabolites intervenant dans plu-
sieurs voies métaboliques. De méme maniere, I'ajout de celles-ci par Meneco indique que
les genes étaient mal annotés dans le génome, et leur intégration dans le réseau est sans
doute nécessaire pour rendre disponibles un grand nombre de réactions.

4.5 Conclusion

Nous 'avons vu, EctoGEM a d’ores et déja été utilisé pour compléter certaines annota-
tions au sein du génome d’ Ectocarpus siliculosus dans la base de données ORCAE, notam-
ment en lien avec certaines voies métaboliques qui ont déja été étudiées ou sont en cours
de considération par des équipes travaillant sur la physiologie d’ Ectocarpus. D’autre part, le
processus de reconstruction du réseau métabolique a permis aux experts de se concentrer
sur certaines voies métaboliques particuliéres apportant ainsi de nouvelles connaissances
sur le métabolisme de cette algue, et sur I'évolution des voies métaboliques chez les euca-
ryotes.

Par la suite, EctoGEM pourra étre utilisé pour analyser des changements physiologiques
de l'algue brune en réponse a certaines modifications des conditions environnementales.
Ce réseau sera également considéré pour intégrer et cartographier des résultats d’expé-
riences de transcriptomique et de profilage métabolique obtenus dans différentes condi-
tions de stress. Ceci devrait permettre d’améliorer la compréhension de 'influence de ces
stress sur la physiologie globale de I'organisme par une vision globale, c’est a dire a I'échelle
du génome complet.
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Conclusion

Cette theése se situe dans le domaine de la bioinformatique. La question abordée est la
reconstruction de réseaur métaboliques pour des espéces eucaryotes non classiques, en se
concentrant particulierement sur une étape primordiale de cette reconstruction, la com-
plétion d’ébauche métaboliques L'ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail ont
été appliquées a la reconstruction d’'une carte métabolique chez Ectocarpus siliculosus, le
modele génomique des algues brunes.

Le probléeme de complétion d'un réseau métabolique est le suivant. Nous disposons
d’information partielles sur les réactions métaboliques qui transforment des molécules chez
une espéce données. De plus, nous avons a notre disposition des données qui nous in-
diquent la présence de certaines molécules, produites par 'organisme d’intérét (profilage
métabolique). Etant donné que ces molécules sont présentes au sein des cellules de I’or-
ganisme, il semble logique de supposer que le métabolisme de cet organisme est capable
de les produire a partir des nutriments qui composent son milieu de culture. Pour vérifier
cela, nous parcourons le graphe créé par les réactions métaboliques reliées entre elles par
les molécules impliquées. Ce parcours va se faire a la recherche d’'un chemin entre au moins
une molécule présente dans le milieu de culture et ’ensemble des molécules identifiées par
profilage métabolique. Si ce chemin existe, les informations contenues dans le génome ont
suffit a expliquer la présence de ces molécules. Si ce n’est pas le cas, nous allons ajouter des
réactions provenant de bases de données de réactions métaboliques dans le réseau afin de
rétablir la connectivité. Cet ajout de réaction se fera de maniere a modifier le moins pos-
sible le réseau existant, en ajoutant le nombre minimal de réactions. Le probléme qui doit
étre résolu consiste donc a proposer un ensemble de réactions métaboliques piochées dans
une banque "universelle" de réactions, pour restaurer "in silico" la production de composés
cibles.

Au début de cette these une méthode de résolution de la version combinatoire de ce pro-
bleme avait été proposée sous la forme d'une approche de programmation par contraintes
déclaratives appelée programmation par ensemble réponses (ou Answer Set Programming,
ASP) [ST09]. mais celle-ci n’était pas applicable en routine car elle ne passait pas a I’échelle
sur de grandes bases de données. D’autre part cette méthode ne représentait pas fidelement
la réalité biologique de certaines réactions, les réactions réversibles. La premiere partie de
cette these a donc consisté en 'amélioration de cette méthode de complétion de réseaux
meétaboliques sur deux plans : la modélisation des réactions réversibles et les méthodes de
recherches de solutions. Ces modifications ont été introduite dans le développement du
package python Meneco, rapide et aisément utilisable a partir de fichiers dans des formats
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sbml classiques. L'intérét de cette méthode, tant d'un point de vue de 'efficacité des calculs
que de la fonctionnalité biologique des réseaux reconstruits, a été validée par des expéri-
mentations sur des réseaux classiques (E£. Coli) et non-classique (Ectocarpus siliculosus).

Une fois la méthode de complétion validée, celle-ci a été utilisée pour reconstruire le
réseau métabolique du modeéle biologique des algues brunes, FEctocarpus siliculosus. Une
reconstruction d'un réseau métabolique fonctionnel ne se limitant pas a la seule étape de
complétion, nous avons développé un processus global de reconstruction de réseau méta-
bolique. Celui-ci se base sur les données classiquement utilisées lors de la reconstruction
de réseaux métaboliques : le génome de I'espece étudiée (avec les annotations associées) et
toute autre source de données biologiques disponibles (métabolomique, transcriptomique,
etc).

Pour cela deux ébauches métaboliques différentes seront créées. La premiere utilisera
les informations présentes dans les annotations du génome, que celles-ci soient manuelles
ou automatiques. Ces informations seront recoupées avec celles présentes dans les bases
de données de réactions métaboliques telles que MetaCyc afin de créer un lien entre un
gene et une réaction. Cette étape est réalisée a ’aide du logiciel de référence Pathway Tools.
D’autre part, nous utilisons les informations incluses dans les séquences génomiques pour
réaliser une seconde ébauche métabolique. Pour cela nous utilisons un réseau métabolique
existant chez une espece proche phylogénétiquement de I'espéce étudiée. Une recherche
d’orthologues est alors réalisée entre le génome de 'espece pour laquelle nous reconstrui-
sons le réseau et celle possédant déja un réseau métabolique. Le but ici est de transposer
les associations entre genes et réactions ayant déja été réalisées vers 'espece d’'intérét. Si
dans le premier cas nous cherchons a obtenir le maximum d’informations possible a partir
des annotations manuelles du génome, dans le second nous cherchons a profiter de la cura-
tion manuelle préexistante dans certains réseaux. Une difficulté ici est de fusionner les deux
ébauches métaboliques, en particulier lorsque les sources de données sont différentes, ce
qui nécessite de réconcilier les annotations avec des méthodes dédiées.

Nous obtenons alors une ébauche métabolique contenant le maximum d’informations
contenues dans le génome. Pour réaliser la complétion de ce réseau métabolique nous uti-
lisons alors une autre source de données (un profilage métabolique), et utilisons 'approche
Meneco de complétion combinatoire discutée plus haut. Les solutions au probleme com-
binatoire étant nombreuses (mais énumérables), elles sont analysées a posteriori avec des
approches sémantiques ( et fonctionnelles (validation via des profils HMM pour les réac-
tions introduites). Lensemble du réseau reconstruit a finalement été validé par une étude
fonctionnelle quantitative (FBA) qui a montré sa capacité a produire de la biomasse.

Surtout, les méthodes introduites dans le pipeline complet (alignement de séquences,
harmonisation des annotations, complétion combinatoire de réseau, analyse sémantique),
permettent de réaliser efficacement une reconstruction de reconstruction de réseau méta-
bolique en tirant partie de la plupart des informations disponibles sur le réseau : annotation
du génome, connaissance sur des espéeces cousines (réseau métabolique de référence), pro-
fils métabolique, et modeles HMM associé a toutes les protéines introduites dans la banque
de référence metacyc. Ce pipeline est en cours d’application a d’autres modeles marins ou
extrémophiles.

Une fois la complétion réalisée, le réseau a été analysé d'un point de vue topologique
pour obtenir de nouvelles connaissances sur le métabolisme d’ Ectocarpus siliculosus. Cette
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étude a permis de faire de nouvelles hypotheses sur la biosynthése des acides aminés aro-
matiques ou du molybdenum. Ainsi, une nouvelle voie de synthese de la tyrosine aurait été
identifiée de méme qu’'une origine probablement bactérienne d'un des génes présent dans
la voie de synthése du molybdenum. D’autre par la création du réseau métabolique a per-
mis de guider la réannotation de génes chez Ectocarpus siliculosus. En effet, lorsque nous
ajoutons des réactions au réseau pendant I'étape de création de I'ébauche a I'aide d’ortho-
logues ou lors de la complétion, cela indique que ces réactions n’ont pas été ajoutées grace
aux annotations. Il y a donc ici une amélioration possible des annotations du génome. Si
le transfert d’information est relativement direct lorsqu’il s’agit de 'utilisation des données
d’orthologie, cela est beaucoup moins évident a partir de la complétion. Nous proposons
alors une liste de réactions a ajouter au réseau mais ces réactions sont totalement détachées
de toute preuve de présence de 'enzyme au niveau génétique. Pour palier a cela, lorsque
nous proposons la présence d'une réaction dans le réseau, nous associons cette proposi-
tion de réaction a un ou plusieurs genes associés en utilisant la création de profils HMMs a
partir des genes existants chez d’autres espeéces.

Perspectives

Différentes perspectives ressortent de ce travail a plus ou moins long terme.

Automatisation du pipeline Tout d’abord, si les différentes briques du processus de re-
construction de réseaux métaboliques sont grandement automatiques, il reste a automa-
tiser I'ensemble du processus pour fournir aux utilisateurs finaux un processus global et
automatique de reconstruction nécessitant le moins possible d’étapes manuelles. Cela per-
mettra d’obtenir un outil global utilisable par tous pour la reconstruction de réseaux méta-
boliques eucaryotes chez des espéces non classiques. Ce travail est d’ors et déja en cours.

Fonctionnalité La définition de la productibilité par Meneco, nous 'avons vu, améne a
une sous-approximation de la productibilité des molécules comparé aux méthodes stce-
chiométriques au niveau des cycles. Une voie d’amélioration de ce point serait d’amélio-
rer la sémantique de productibilité en prenant en compte une partie des cycles utilisés par
la sémantique proposée par Acuna Sagot. Une autre grosse piste de recherche consisterait
a utiliser les développements en cours de solveurs hybrides ASP+ILP. Cela permettrait de
combiner 'efficacité des solveurs ASP avec une définition quantitative de la productibilité.
Il faudrait alors combiner des critéres quantitatifs et qualitatifs. Mais pour le moment les
méthodes de recherche combinatoire ont du mal a "apprendre" des contraintes a partir des
solveurs ILP existants.

Amélioration et étude fonctionnelle du réseau métabolique D’autre part, maintenant
que le réseau est reconstruit, il devrait pouvoir étre utilisé pour réaliser des prédictions sur
le métabolisme d’Ectocarpus siliculosus en réalisant une étude fonctionnelle précise du
réseau. Nous espérons que cette étude aide a comprendre la forte capacité d’adaptation
et d’acclimatation de cette algue brune aux stress abiotiques tel que le stress salin. Pour
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cela nous comptons utiliser les quelques données de transcriptomique existantes. Ces ex-
périences ont été réalisées en conditions de stress salin ou cuivrique, il sera donc intéres-
sant de voir quelles génes présents dans le réseau métabolique sont sur-exprimées ou sous-
exprimés lors de ce stress. De nouvelles voies de réponses aux stress pourraient alors étre
identifiées. D’autre part I'espece d’ Ectocarpus vivant en eau douce va étre trés prochaine-
ment séquencée. Reconstruire le réseau métabolique de cette espece par la méme méthode
et comparer les deux réseaux obtenus pourrait permettre d’obtenir des indications sur la
raison de cette adaptation a I'’eau douce (apparition de certaines voies métaboliques ou
disparition d’autres). La encore 1'étude de la fonctionnalité du réseau a commencé avec
sa décomposition en modes élémentaires et en modules réalisée par Annika R6hl et Arne
Reimers, respectivement, lors d'une visite au laboratoire "Mathematics in Life Sciences" de
Berlin.

De plus de nouvelles données de métabolomique a haut débit devraient étre disponibles
sous peu. Lidentification d’'un grand nombre de métabolites chez Fctocarpus siliculosus
devrait ainsi permettre d’améliorer encore I'étape de complétion du réseau, la technique
de complétion utilisée étant d’autant plus précise que le nombre de métabolites dont nous
devons expliquer la présence est grand.

Enfin des données de profilage C13 devraient arriver sous peu chez des algues. 1l serait
alors intéressant de travailler au niveau moléculaire, par exemple en rajoutant des contraintes
de tracage des carbones sur les voies métaboliques.

Etude de communautés d’espéces A plus long terme, nous pouvons nous interroger sur
la symbiose existant entre Fctocarpus siliculosus et de nombreuses souches bactériennes
vivant a sa surface. En effet, il a d’ores et déja été montré que ces bactéries jouent un role non
négligeable pour le métabolisme de l’algue brune. Reconstruire le réseau "méta-métabolique”
del'algue et de 'ensemble des bactéries vivant en symbiose avec elle. Il est en effet possible
que ces bactéries fournissent a I'algue des nutriments et vice-versa. Cet échange pourrait
étre particulierement intéressant par exemple lorsque la marée se retire et que 1'algue subit
de tres forts stress au niveau de la zone intertidale.

Pour ce faire, les zones d’échange entre les différents organismes seront particuliére-
ment importantes a modéliser. En effet, ces zones d’échanges et les transporteurs impli-
qués impliquent des contraintes a la fois qualitatives et quantitatives qui caractérisent les
échanges au sein d'une communauté. Identifier automatiquement ces contraintes est a la
fois un défi informatique et une donnée trés importante en biologie. En effet, il est souvent
impossible ou tres difficile d’isoler une bactérie précise ou un protiste vivant en commu-
nauté pour le faire croitre en culture. Une fois que les échanges de molécules entre orga-
nismes élucidés, il est possible d’espérer pouvoir créer des milieux de cultures spécifiques
en mimant les conditions de vie au sein de la communauté.

Importance des réseaux métaboliques chez de nouveaux modeles Cette theése a permis
de reconstruire un réseau métabolique chez un nouveau modéle, le modéle des algues brunes,
Ectocarpus siliculosus. Dans un récent article, Fabris et ses collaborateurs [FMC*14] ont
étudié le réseau DiatomCyc qu’ils ont reconstruit récemment. Leur étude montre 1'intérét
des reconstruire des réseaux métaboliques chez des especes modeles, notamment chez les
straménopiles. En effet, ces réseaux métaboliques pourraient permettre d’élucider certaines
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parties de leur métabolisme hybride entre ce que I'on trouve chez les animaux, les plantes
et les champignons, notamment.
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Annexe A

Liste des molécules utilisées lors de 1I'étude de I’efficacité de Meneco

Liste des molécules utilisées lors de

Pétude de l'efficacité de Meneco

TABLE A.1: Liste des molécules utilisées pour la complétion du réseau métaboliqueLes
identifiants en majuscule correspondent aux identifiants MetaCyc, les minuscules aux
noms des molécules (quand les identifiants n’étaient pas suffisamment parlant)

manganese chloride
molybdate
cyanocob(Ill)alamin
CU+
CU+2
Donor-H2
GDP
EDTA
GTP
HYDROGEN-PEROXIDE
K+
MG+2

Graines Cibles
Electron Acceptor 4-amino-butyrate
ACP EICOSAPENTAENOATE
ADP AMMONIUM
AMMONIA ARACHIDIC ACID
AMP ARACHIDONIC ACID
ATP ARG
BIOTIN ASN
CA+2 CIT
CARBON-DIOXIDE eicosadienoate
CPD-12921 erucate
CL- myristate
CO-A y-linolenate
cobalt chloride stearidonate

di-homo-y-linolenate
eicosatetraenoate
palmitoleate
Cis-vaccenate
CYS
DOCOSANOATE
GLC
GLN
GLT
GLUTATHIONE
GLY
GLYCERATE

Graines Cibles
NA+ GLYCEROL
NAD GLYCOLLATE

NADH HIS
NADP ILE
NADPH ALANINE
NITRATE ASPARTATE
OXYGEN-MOLECULE ORNITHINE
Pi LEU
PPI LINOLEIC ACID
PROTON LINOLENIC ACID
SULFATE LYS
THIAMINE MANNITOL
uDP MET
Vitamins-B12 OLEATE
COB-I-ALAMIN PALMITATE
WATER PHE
ZN+2 PRO
SER
STEARIC ACID
SucC
THR

Iso-citrate
TRP
TYR
VAL
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Code ASP original de
Network-Expansion

En 2009, Torsten Schaub et Sven Thiele proposent une méthode [ST09] permettant de
compléter des réseaux métaboliques d'un point de vue qualitatif en s’affranchissant de la
nécessité d'obtention de données cinétiques. Par rapport aux approches précédentes, I'idée
est de vérifier la fonctionnalité du réseau d'un point de vue qualitatif (accessibilité des mé-
tabolites) sans prendre en compte les contraintes induites par la stoechiométrie du systéme,
qui pourront étre vérifiée dans un second temps. En reformulant ce probléme de maniére
combinatoire, Schaub et Thiele proposent d'utiliser des méthodes d’optimisation récentes
pour énumérer intégralement I’espace des solutions au probléme.

Les auteurs sont partis du constat que la grande majorité des réseaux métaboliques re-
construits automatiquement sont incomplets. De plus, les bases de données des réactions
meétaboliques sont de plus en plus exhaustives et leur utilisation n’en devient que plus per-
tinente. Enfin, il y a a disposition des données biologiques pour la plupart des organismes
biologiques pour lesquels un réseau métabolique est reconstruit ou en cours de reconstruc-
tion, et qui sont utilisables pour I’étape de complétion.

B.1 ASP

La modélisation et la résolution du probléme sont basée sur des technologies apparues
relativement récemment, dite de programmation par ensemble réponse (ou Answer Set Pro-
gramming, ASP), qui sont connues pour étre particulierement efficace pour résoudre des
problemes NP-dur. La programmation par ensembles réponses (ou Answer Set Program-
ming, ASP) [Bar03, GKKS12] propose un cadre déclaratif pour modéliser des problemes
combinatoires. Les caracteres déclaratifs et la haute performance des solveurs ASP actuels
permettent de se concentrer sur les problemes de modélisation plutét que de rechercher
des facons intelligentes de traiter ces problemes. L'idée de base d’ASP est d’exprimer un pro-
bléme sous forme logique de maniére a ce que les modeéles sortant de cette représentation
donnent les solutions au probleme initial. Les problémes sont exprimés en tant que pro-
grammes logiques et les modéles résultants sont appelés "ensembles réponses" (ou Answer
Sets). Ces ensembles-réponses sont identifiées a I’aide de technologies inspirées par les ap-
proches SAT et les bases de données. Il est bien évidemment possible de déterminer, a I'aide
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d’ASP, si un programme possede un ensemble réponse, mais d’autres modes de raisonne-
ment sont nécessaires pour couvrir '’ensemble des problemes que 'on peut rencontrer en
pratique. Ainsi il sera possible d’identifier aisément I'intersection ou I'union de I'ensemble
des ensembles réponses. De la méme maniere, lister 'intégralité des ensembles réponses
pourra étre possible.

Lidée générale consiste a représenter les modeles étudiés sous forme de faits logiques
afin de pouvoir raisonner sur ces faits par des ensembles de regles et de contraintes. les
régles seront de la forme :

Listing 5:

t:—a, ..., ap.

avec ¢ : la téte de la regle et a;_;, les atomes du corps de la régles. Dans le cas présent ¢
sera vrai si ’ensemble des atomes du corps de la régle sont vrais. Un grounder va instancier
I'ensemble des regles présentes dans un programme ASP a partir des faits logiques afin de
transformer I'ensemble en un langage compréhensible par un solveur.

Durant 'ensemble de la these, il a été choisi de travailler avec la suite logicielle Po-
tassco, vainqueur de nombreux concours par la grande efficacité de son solveur. Ce solveur
(Clasp) a grandement évolué durant les trois années de la these et continu encore aujour-
d’hui d’évoluer : nouvelles heuristiques, nouveaux solveurs, nouvelle syntaxe avec I'arrivée
du grounder gringo4.

B.2 Network-Expansion

Lareconstruction de réseaux métaboliques est, par nature, incomplete. En effet, celle-ci
se base classiquement sur des données d’annotations génomiques qui sont intrinseque-
ment imprécises, méme si 'annotation a été effectuée manuellement. De plus, il peut ar-
river que certaines parties d'un génome n’aient pas été annotées du tout. Ces deux raisons
impliquent qu'un réseau métabolique contient forcément des trous qu'’il convient de com-
bler pour coller au mieux a la réalité biologique. Lidée générale des auteurs est qu'une ré-
action ne peut avoir lieu uniquement que si les réactants de celle-ci sont présents, soit dans
un milieu de culture donné, soit comme produit d'une autre réaction. Ainsi, en partant des
meétabolites présents dans un milieu de culture (les métabolites graines) il devient possible
de déterminer le "scope" des graines, c’est a dire I’ensemble des métabolites productibles a
partir des graines et des réactions présentes dans un modeéle.

En modélisant ce concept en ASP, les auteurs ont réussi a développer un outil permet-
tant de compléter des réseaux métaboliques en utilisant des données expérimentales tel que
la présence de certains métabolites cibles dans une cellule. Ainsi, en regardant si ces cibles
font partie du scope des graines, le réseau métabolique peut étre considéré comme suffi-
samment complet pour expliquer I'existence de ces cibles. Si ce n’est pas le cas, il convien-
dra d’ajouter des réactions dans le réseau pour permettre aux cibles de faire partie du scope
des graines. Ajouter 'ensemble des réactions provenant d'une base de données de réac-
tions comme MetaCyc permet (généralement) de produire 'ensemble des cibles. Cepen-
dant, toute capacité d’étude biologique ultérieure du réseau sera perdue du fait de la trop
grande quantité de faux-positifs. Les auteurs proposent donc d’utiliser un principe de par-
cimonie pour minimiser le nombre total de réactions a ajouter au réseau, et ainsi minimi-
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ser les modifications faites a un réseau que I'’on considere initialement de bonne qualité. Ce
probléme est par nature extrémement combinatoire et donne de trés nombreuses solutions.
Lutilisation des techniques d’optimisation particulierement efficaces de la programmation
par ensembles réponses permet de résoudre ce probléme.

B.3 Modélisation

Un réseau métabolique est représenté comme un graphe dirigé bipartite G = (RU M, E)
ol R et M sont des nceuds représentant respectivement les réactions et les métabolites.
Les réactants d'une réaction correspondent a 'ensemble des nceuds reliés par des arétes
entrant dans un nceud R (reac(r) = {m € M|(m,r) € E}) et les produits aux arétes sortantes
(prod(r) = {me€ M|(r,m) € E}).

Etant donné un réseau métabolique (RU M, E) et un sous ensemble M’ € M de métabo-
lites graines, une réaction r € R sera "atteignable" depuis M’ si 'ensemble de ses réactants
est dans le scope de M’, c’est a dire si reac(r) € M'. De plus un métabolite m € M est attei-
gnable depuis M’ si m € M’ ou si m € prod(r) pour au moins une réaction r € R atteignable
depuis M’. Ainsi, le scope de M’, noté £(M’), pourra étre calculé en temps polynomial.

Une fois le scope d'un ensemble de métabolites défini, il devient possible de regarder
de plus pres la complétion de réseaux métaboliques. Pour cela, il faut également définir
un sous-ensemble de métabolites T € M correspondant aux métabolites cibles (ou targets).
On a également un second réseau métabolique de référence (R'UM’, E') qui correspond a la
base de données de réactions métaboliques. On va donc chercher un ensemble de réactions
R"<R'\Rtelleque T < 25(S) avec:

G=(RUR)YUWMuUM"),EUE")
M"={meM'|reR",mereac(r)uprod(r)}
E'"={m,r)eElreR", mereac(rnui(r,m)eE'\re R",me prod(r)}
R" sera appelé "complétion" de (RU M, E) a partir de (R'uU M', E') par rapporta Set T.

Lensemble de cette modélisation a été représenté en programmation logique. Le scope
d’un réseau métabolite N peut alors étre défini de la maniere suivante en ASP :

Listing 6:

scope(M) :- seed(M).
scope(M) :- product(M,R), reaction(R,N), draft(N), scope(M’) : reactant(
M’ ,R).

Ainsi, tous les métabolites graine font partie du scope par nature. Ensuite on défini récursi-
vement qu'un produit M d’'une réaction R appartenant a un réseau N fait également partie
du scope si tous les réactants M’ de cette réaction R font déja partie du scope. On pourra
ainsi décrire un scope pour le draft métabolique (dscope) et un scope potentiel qui contient
I'union des réactions du draft et de la base de données (pscope).

Pour réaliser la complétion il va falloir choisir des réactions provenant de la base de
données mais pas inclues dans le draft métabolique N :
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Listing 7:

{xreaction(R) : not reaction(R,N) : draft(N)}.

Le scope des graines du draft métabolique NV étendu par la base de données sera donc:

Listing 8:

xscope(M) :- seed(M).

xscope(M) :- product(M,R), reaction(R,N), draft(N), xscope(M’)
reactant(M’ ,R).

xscope(M) :- product(M,R), reaction(R,N), xscope(M’) : reactant(M’,R).

Enfin, il faut que 'ensemble des métabolites cibles puisse étre produit, et donc qu’ils
fassent partie du scope étendu des graines. Cela se représente par la contrainte d’intégrité
suivante :

Listing 9:

:- target (M), not xscope(M).

Lencodage précédent permet d’obtenir 'ensemble des complétions possibles. Cepen-
dant, le nombre de celles-ci étant gigantesque, il y a un gros risque que 'on ne passe pas
al’échelle. Afin de réduire le nombre de solutions possibles, différents ajustements ont été
réalisés.

Tout d’abord nous ne nous intéressons qu’a certaines réactions de la base de données,
réactions que nous qualifierons d’"intéressantes" :

Listing 10:

:- xreaction(R), not ireaction(R).

Ces réactions d’intérét sont toutes les réactions du scope des métabolites graines qui se
trouvent en amont des métabolites cibles.

Listing 11:

ireaction(R) :- interesting(M), product(M,R), reaction(R,N).
interesting(M) :- target(M), not dscope(M).
interesting(M) :- reactant(M,R), ireaction(R), not dscope(M).

Ainsi, une réaction d’intérét est une réaction produisant un métabolite d’'intérét, c’est a dire:
— Un métabolite cible qui ne peut pas étre produit par le draft métabolique
— Un métabolite nécessaire a une réaction d’intérét et non productible par le draft mé-
tabolique.
Ensuite nous nous concentrons sur les réactions qui peuvent étre utilisées, c’est a dire
celles pour lesquelles tous les réactants sont présents dans I'extension étudiée :

Listing 12:

:- xreaction(R), not oreaction(R).
oreaction(R) :- xscope(M) : reactant(M’, R), reaction(R,N), not draft(N)
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Une fois '’ensemble des complétions possibles, on va chercher a réduire au maximum les
modifications apportées au réseau en minimisant le nombre de réactions ajoutées au ré-
seau. En ASP cela se définira de 1a maniere suivante :

Listing 13:

-

minimize{xreaction(R) : ireaction(R) : not~reaction(R,N)}.
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Annexe C

Réannotation de genes

TABLE C.1: Liste des genes réannotés dans la base de données génomique Orcae apres re-
construction du réseau métabolique

Locus Numéro EC | Prédiction fonctionnelle dans Ectocyc
prédit

Esi0000_0236 | EC-2.1.1.163 S-adenosylmethionine :2-demethylmenaquinol methyltransfe-
rase

Esi0000_0399 | EC-1.1.1 3-oxo-acyl-CoA reductase

Esi0000_0579 | EC-5.3.3 2-hydroxyhepta-2,4-diene-1,7-dioate isomerase

Esi0002_0180 | EC-4.2.1.46 dTDP-glucose 4,6-dehydratase

Esi0006_0009 | EC-5.4.2.3 Phosphoacetylglucosamine mutase (PAGM)

Esi0008_0209 | EC-2.6.1.2 Alanine aminotransferase

Esi0009_0077 | EC-2.7.1.173 nicotinate riboside kinase

Esi0009_0083 | EC-2.7.1.173 nicotinate riboside kinase

Esi0012_0057 | EC-3.6.1 dihydroneopterin-PPP pyrophosphohydrolase

Esi0012_0116 | EC-3.6.1 dihydroneopterin-PPP pyrophosphohydrolase

Esi0016_0068 | EC-2.7.1.173 nicotinate riboside kinase

Esi0016_0192 | EC-2.1.1.163 S-adenosylmethionine :2-demethylmenaquinol methyltransfe-
rase

Esi0017_0076 | EC-2.4.1.67 alpha-D-galactosyl-(1-3)-1D-myo-inositol :raffinose galactosyl-
transferase

EC-2.7.1.173 nicotinate riboside kinase
Esi0018_0057 | EC-2.7.8.1 ethanolaminephosphotransferase
Esi0021_0019 | EC-3.6.1 dihydroneopterin-PPP pyrophosphohydrolase
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TABLE C.2: Liste des genes réannotés dans la base de données génomique Orcae apres re-
construction du réseau métabolique (suite)

Locus Numéro EC | Prédiction fonctionnelle dans Ectocyc
prédit
Esi0031_0020 | EC-2.1.2.3 phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide formyltransferase
EC-3.5.4.10 IMP cyclohydrolase
Esi0039_0037 | EC-1.6.5.4 Monodehydroascorbate reductase
Esi0039_0059 | EC-2.7.1.173 nicotinate riboside kinase
Esi0040_0041 | EC-6.2.1.5 succinate—CoA ligase (ADP-forming)
Esi0041_0029 | EC-3.6.1 dihydroneopterin-PPP pyrophosphohydrolase
Esi0044_0110 | EC-1.3.1.21 7-dehydrocholesterol reductase (=Sterol delta-7 reductase)
Esi0047_0145 | EC-4.1.1.22 Histidine decarboxylase
Esi0053_0006 | EC-6.1.1.1 Tyrosyl-tRNA synthetase
Esi0059_0045 | EC-4.1.3.4 Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase
Esi0062_0044 | EC-5.1.3 Isomerases acting on Carbohydrates and Derivatives
EC-5.1.3.18 GDP-mannose 3,5-epimerase
Esi0072_0101 | EC-2.7.1.173 nicotinate riboside kinase
Esi0073_0082 | EC-1.3.1.70 C-14 sterol reductase (=Deltal4-sterol reductase)
Esi0081_0055 | EC-3.1.3.67 phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase
Esi0082_0007 | EC-5.5.1 Intramolecular lyases
EC-5.5.1.18 Lycopene epsilon-cyclase
EC-5.5.1.19 Lycopene f-cyclase
Esi0089_0041 | EC-2.1.1.163 Demethylmenaquinone methyltransferase
Esi0091_0014 | EC-6.4.1.4 methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain
Esi0098_0007 | EC-2.4.2.7 Adenine phosphoribosyltransferase
Esi0109_0084 | EC-4.1.3.36 Naphthoate synthase
Esi0122_0080 | EC-1.2.1 pyruvate dehydrogenase
Esi0122_0102 | EC-2.1.1.163 Demethylmenaquinone methyltransferase
Esi0143_0028 | EC-3.3.2.6 Leukotriene-A(4) hydrolase
Esi0212_0027 | EC-1.6.5.4 Monodehydroascorbate reductase
Esi0223_0020 | EC-1.3.1.83 geranylgeranyl reductase
EC-1.3.1.84 acrylyl-CoA reductase (NADPH)
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TABLE C.3: Liste des genes réannotés dans la base de données génomique Orcae apres re-
construction du réseau métabolique (fin)

Locus

Numéro EC
prédit

Prédiction fonctionnelle dans Ectocyc

Esi0223_0029 | EC-2.4.2.9 Uracil phosphoribosyltransferase

Esi0243_0011 | EC-6.1.1.11 Seryl-tRNA synthetase

Esi0346_0014 | EC-1.8.7.1 Sulfite reductase

Esi0359_0011 | EC-2.7.1.25 Adenylyl-sulfate kinase

Esi0361_0011 | EC-2.5.1.9 Riboflavin synthase

Esi0392_0016 | EC-2.6.1.62 Adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate transaminase
Esi0438_0007 | EC-2.7.1.35 Pyridoxamine kinase

Esi0673_0003 | EC-2.7.1.17 Xylulokinase

Esi0179_0043 | EC- molybdopterin-synthase adenylyltransferase / sulfurtransferase

2.7.7.80/2.8.1.11

Esi0147_0053 | EC-4.1.99.18 cyclic pyranopterin monophosphate synthase
Esi0031_0067 | EC-2.8.1.12 molybdopterin synthase
Esi0000_0519 | EC- molybdopterin adenylyltransferase / hydrolase

2.7.7.75/2.10.1.1










Résumé

Durant cette thése nous nous sommes attachés au développement d'une méthode glo-
bale de création de réseaux métaboliques chez des especes biologiques non classiques pour
lesquelles nous possédons peu d’informations. Classiquement cette reconstruction s’arti-
cule en trois points : la création d’'une ébauche métabolique a partir d'un génome, la com-
plétion du réseau et la vérification du résultat obtenu. Nous nous sommes particulierement
intéressé au probleme d’optimisation combinatoire difficile que représente I'étape de com-
plétion du réseau, en utilisant un paradigme de programmation par contraintes pour le ré-
soudre : la programmation par ensemble réponse (ou ASP). Les modifications apportées a
une méthode préexistante nous ont permis d’améliorer a la fois le temps de calcul pour ré-
soudre ce probléeme combinatoire et la qualité de la modélisation. L'ensemble de ce proces-
sus de reconstruction de réseau métabolique a été appliqué au modele des algues brunes,
Ectocarpus siliculosus, nous permettant ainsi de reconstruire le premier réseau métabo-
lique chez une macro-algue brune. La reconstruction de ce réseau nous a permis d’amé-
liorer notre compréhension du métabolisme de cette espéce et d’améliorer 'annotation de
son génome.

Abstract

In this thesis we focused on the development of a comprehensive approach to recons-
truct metabolic networks applied to unconventional biological species for which we have
little information. Traditionally, this reconstruction is based on three points : the creation
of a metabolic draft from a genome, the completion of this draft and the verification of the
results. We have been particularly interested in the hard combinatorial optimization pro-
blem represented by the gap-filling step. We used Answer Set Programming (or ASP) to solve
this combinatorial problem. Changes to an existing method allowed us to improve both the
computational time and the quality of modeling. This entire process of metabolic network
reconstruction was applied to the model of brown algae, Ectocarpus siliculosus, allowing
us to reconstruct the first metabolic network of a brown macro-algae. The reconstruction
of this network allowed us to improve our understanding of the metabolism of this species
and to improve annotation of its genome.



