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RESUME

e sepsis est un syndrome observé chez des patients associant une infection
documentée (microbiologiquement ou cliniquement suspectée) a une réponse
inflammatoire systémique (Systemic Inflammatory Response Syndrome : SIRS).
Celui-ci peut évoluer vers un sepsis sévere s’il est associé a la défaillance d’un ou de
plusieurs organes. Le choc septique est ’association d’un état septique grave et d"une
défaillance hémodynamique caractérisée par une chute aigué de la pression artérielle
ne pouvant pas étre corrigée par une procédure standard de remplissage vasculaire.
Les syndromes septiques sont aujourd’hui la premiere cause de mortalité en unités
de réanimation. Cette mortalité élevée, en particulier pour les cas les plus graves tels
que les chocs septiques, témoigne d’une absence de traitements curatifs pour cette
pathologie.
Partant de I’hypothese que les syndromes septiques graves sont la conséquence
d’une perte de contrdle précoce de la régulation de la réponse inflammatoire, nous
avons étudié, via deux démarches complémentaires, I'initiation de la voie de signalisa-

tion TLR4 et les mécanismes intracellulaires contribuant a sa régulation.

Dans un premier temps, 1'utilisation d’approches transcriptomiques nous a permis
d’identifier la voie de signalisation mTOR comme discriminante entre des patients
sains (SIRS induit par 'injection d’endotoxines) et des patients souffrant de syndromes
septiques graves. Nous avons ensuite développé et utilisé des techniques de modéli-
sation logique pour simuler in silico le role joué par la voie mTOR dans la résolution
d’une réponse inflammatoire. Ces résultats encourageants ouvrent des perspectives
pour de nouvelles applications thérapeutiques dans le domaine du sepsis.

Mots clés: SIRS, sepsis, modélisation, physiopathologie, transcriptome, logique booléenne,
logique floue
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ABSTRACT

epsis is a syndrome observed in patients combining a documented infection
(microbiologically or clinically suspected) with a systemic inflammatory res-
ponse (Systemic Inflammatory Response Syndrome : SIRS). It may progress to
severe sepsis if it is associated with failures of one or more organs. Septic shock is the
combination of a severe sepsis and a hemodynamic dysfunction characterized by an
acute fall in blood pressure that cannot be corrected by a procedure of vascular filling.

Sepsis syndromes represent today the first cause of mortality in intensive care units
around the world. This poor survival rate, in particular for the most severe cases, such
as septic shock, testifies a real curative therapeutic demand.

Based on the assumption that severe sepsis syndromes are the consequence of a
loss of control in early mechanisms of inflammatory response regulation, we studied
via two complementary approaches the initiation of TLR4 signaling pathway and the
intracellular mechanisms contributing to its regulation.

First, the use of transcriptomic approaches allowed us to identify the mTOR si-
gnaling pathway as discriminating between healthy patients (SIRS induced by the
infusion of endotoxins) and patients with severe septic syndromes. We then developed
and used logic modeling approaches to in silico simulate the role played by the mTOR
signaling pathway in the resolution of an inflammatory response. These encouraging

results open perspectives for new therapeutic applications in the field of sepsis.

Keywords: SIRS, sepsis, modeling, pathophysiology, transcriptome, Boolean logic, fuzzy logic
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GLOSSAIRE

in silico Néologisme d’inspiration latine désignant une recherche ou un essai effectué
au moyen de calculs informatisés ou de modeles informatiques. iii, v, x, 15, 59,
60, 70, 96, 97, 99, 100

mTOR De I'anglais mammalian Target of Rapamycin, en frangais cible de la rapamycine
chez les mammiferes. iii, v, x, xvi, 15, 40, 41, 52, 53, 60, 70, 72, 97, 99-102

A20 Egalement connue sous le nom de TNFAIP3, pour Tumor Necrosis Factor, Alpha-
Induced protein 3. 56

ADN L’acide désoxyribonucléique. C’est une macromolécule biologique présente
dans I'ensemble des cellules et qui contient contient I'information génétique,
appelée génome. ix, xv, 8, 17-23

AKT Pour Protein Kinase B (PKB). x, xvi, 51-53, 102
AP-1 Pour Activator Protein-1. 48

ARN L’acide ribonucléique est produite par transcription a partir de ’ADN situé
dans le noyau. Il s’agit d"une copie d"une région de 1'un des brins de I’ADN. xv,
8,18-23

BCAP Pour B-Cell Adaptor for PI3K. 52
BTK Pour Bruton’s Tyrosine Kinase. 47, 56

CARS CARS (pour Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome). 7
CBP Pour CREB binding protein. 54, 96, 97, 101

CD14 Pour Cluster of Differenciation 14. 6, 42, 43

CREB Pour C-AMP Response Element-Binding protein. 53, 54, 96, 97, 101

cytokine Substance soluble de signalisation cellulaire synthétisée principalement par
les cellules du systéme immunitaire ou par d’autres cellules ou tissus, agissant
a distance sur d’autres cellules pour en réguler 1’activité et la fonction. 6, 8-10,
12-15, 43, 44, 46, 50, 51, 54-57, 70, 96, 97, 101

DAMPs Pour Damage Associated Molecular Pattern. 8

GAP Pour GTPase Activating Protein. 52
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GSK3p Pour Glycogen Synthase Kinase 3 B. 53, 97

IFN-a Pour interféron «. 43
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IL-13 Pour InterLeukin 13. 12
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IL-18 Pour InterLeukin 18. 6,9

IL-2 Pour InterLeukin 2.12, 14

IL-4 Pour InterLeukin 4.12,13

IL-6 Pour InterLeukin 6.13, 14

IL-8 Pour InterLeukin 8. 10, 11, 13, 43

infection Pénétration et développement dans un étre vivant de micro-organismes. iii,
v, 1-6, 96, 101

IRAK Pour Interleukin-1 Receptor-Associated Kinases. x, 47, 48, 56, 57, 96, 101
IRF3 Pour Interferon Regulatory Factor 3. 43

IRF7 Pour Interferon Regulatory Factor 7. 43

ISGs Pour IFN-Stimulated Genes. 46

JAK Pour Janus Activated Kinase. 44, 54, 55
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MKK Pour MAPK kinases. 48
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PIRO Concept PIRO (pour Predisposition, infection, Response, Organ dysfunction). 6
PRR Pour Pattern Recognition Receptors. xv, 7-9
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CHAPITRE

INTRODUCTION

tréfaction”, et employé pour désigner un syndrome de réponse inflammatoire

généralisée associée a une infection grave de I'organisme. Ce terme remplace au-
jourd’hui celui de septicémie (signifiant "infection du sang"), apparu pour la premiere
fois en 1837 suite aux travaux du médecin francais Pierre Piorry, et qui a longtemps
été utilisé pour décrire ce syndrome. Pierre Piorry définissait alors cette pathologie
par la présence de bactéries dans le sang (bactériémie) [1, 2].

Notre systéme de défense contre les pathogénes peut étre vu comme un état d’équi-
libre entre I'activation d"une réponse pro-inflammatoire, indispensable a 1’élimination
des corps étrangers, et une réponse complémentaire anti-inflammatoire destinée a
prévenir des dégats collatéraux sur les tissus liée a une sur-activation de la réponse
pro-inflammatoire. La perte de cet équilibre peut entrainer la survenue d’états pa-
thologiques graves tels que les syndromes septiques, qui se définissent comme un
déreglement important et délétere du systéme immunitaire suite a une infection.

On estime aujourd’hui a 30 millions le nombre de cas de syndromes septiques dans
le monde par an. Ces syndromes sont a ’origine de la mort d"une personne toutes
les 3-4 secondes !, faisant de leur prise en charge un enjeu majeur de santé publique
a I’échelle mondiale. Cette pathologie touche généralement les personnes dont le
systéme immunitaire est affaibli, en particulier dans les tranches d’ages extrémes de la
vie, incluant les nouveaux-nés et les personnes agées.

I e sepsis est un terme anglo-saxon, venant du grec ancien "oyiig" signifiant "pu-

Malgré d’importants progres réalisés ces dernieres décennies dans la compréhen-
sion de cette pathologie, aucun traitement spécifique n’existe pour les syndromes
septiques. L'un des revers les plus récents dans le domaine est ’AZD9773 d’Astra-
Zeneca [3], un fragment d’anticorps polyclonal dirigé contre I'un des principaux

1. http://www.world-sepsis—-day.org/
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médiateurs de l'inflammation qui est le TNFg, et dont le développement a été arrété
en Aot 2012. Le retrait du marché de la protéine C activée (Xigris) en Octobre 2011,
constitue un autre exemple de l'insucceés dans la proposition de thérapies dans ce
domaine [4]. Aujourd’hui, les patients septiques admis en soins intensifs se voient ad-
ministrer le plus tot possible une antibiothérapie et recoivent les supports nécessaires
a leurs fonctions vitales.

Dans ce premier chapitre, nous reviendrons sur la définition des syndromes sep-
tiques avant de nous intéresser a 1'épidémiologie et I'étiologie de cette pathologie.
Nous aborderons ensuite la physiopathologie du sepsis avant de définir la probléma-
tique de ce travail de these.

1.1 Définitions

Depuis 1992 et la conférence de consensus commune a I’American college of Chest
Physicians (ACCP) et a la Society of Critical Care Medicine (SCCM) [5], les différents états
septiques ont été classés en fonction des signes caractérisant la réponse de 1’organisme
a l'infection (documentée ou fortement suspectée). La classification distinguait alors
trois paliers fondés sur l'intensité de la réponse de I'organisme : le sepsis, le sepsis
sévere et le stade le plus avancé, le choc septique (figure 1.1).

Gradient de gravité des Syndromes

Septiques
SIRS Sepsis Sepsis Sévére ‘ ‘ Choc Septique
------ > EEEEES = EEEEEE 2
Infection documentée Une (ou plusieurs) Hypotension Résistante
(ou fortement suspectée) défaillance(s) d’'organe(s)

Figure 1.1 — Classification des syndromes septiques en fonction de l'intensité de la réponse de
I'organisme. D’apres le consensus de I’ ACCP/SCCM [5].

Ces définitions et ces classifications ont par la suite été réévaluées lors d"un second
consensus en 2001 [6] ot il a été proposé de retenir une infection sur des criteres
cliniques et non plus seulement micro-biologiques (tableau 1.1).

Le terme infection désigne l'invasion de tissus normalement stériles d"un orga-
nisme vivant par des germes, plus précisément des micro-organismes potentiellement
pathogenes comme des bactéries, des virus, des champignons ou des parasites.
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Jusqu’en 2001, le sepsis se définissait comme un syndrome observé chez des pa-
tients associant une infection documentée (cliniquement ou microbiologiquement)
a une réponse inflammatoire systémique (SIRS). Ce sepsis pouvait évoluer vers un
sepsis sévere sl était associé a la défaillance d"un ou de plusieurs organes. Le choc sep-
tique était I'étape suivante, I’association d’un état septique grave et d'une défaillance
hémodynamique caractérisée par une chute aigiie de la pression artérielle ne pouvant
pas étre corrigée par une procédure de remplissage vasculaire.

Termes Définitions

Invasion d"un tissu ou d'un organe par un micro-organisme
pathogene, bactérien, viral, fongique ou parasitaire
Au moins 2 éléments parmi :
e température >38 °C ou <36 °C
e fréquence cardiaque >90/min
e fréquence respiratoire >20/min ou PaCO2 <32mmHg
SIRS e glycémie >7,7 mmol.1~!
e leucocytose >12000 ou <4000/ mm? ou >10% de formes immatures
e altération des fonctions supérieures
e temps de recoloration capillaire>2 sec
e lactatémie>2 mmol.l "}
Réponse systémique inflammatoire liée a une infection documentée
ou suspectée
Sepsis accompagné d’une ou plusieurs défaillances d’organes
e Lactémie >4 mol.l !
e Hypotension artérielle avant remplissage
e Dysfonction respiratoire : PaO2/Fi02<300 ou Fi02>0,5 pour SpO2>92%
Sepsis sévére e Dysfonction rénale : créatininémie >176 mol.1=! ou >2N
e Coagulopathie (INR >1,5)
e Dysfonction hématologique : thrombopénie <100000/mm3
e Dysfonction hépatique : TP>60 sec
e Dysfonction neurologique : GCS <13
Sepsis sévere accompagné d"une hypotension artérielle résistante
Choc septique a une expansion volémique de 20 a 40 ml/kg et nécessitant
le recours aux vasopresseurs

Infection

Sepsis

Tableau 1.1 — Définition des syndromes septiques d’aprés le consensus de I’ACCP/SCCM. Bone et
al.[5]

En février 2016, et suite au troisieme consensus international pour les définitions
du sepsis et du choc septique (Sepsis-3) [7], de nouvelles définitions ont été proposées
et validées par 1"European Society of Intensive Care Medicine et la Society of Critical Care
Medicine.

Il a été déterminé que les criteres définissant le SIRS n’indiquent pas nécessairement
une réponse immunitaire inappropriée. De plus, les criteres caractérisant le SIRS sont
présents chez un nombre trop élevé de patients hospitalisés, y compris ceux qui ne
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développent jamais d’infection (faible capacité discriminante). Il a par conséquent été
décidé d’écarter le SIRS des définitions des syndromes septiques.

Le terme sepsis a également été redéfini comme la dysfonction d"un ou de plusieurs
organes suite a une réponse inappropriée de 1'hdte envers une infection. Cela implique
la mise a I’écart du terme sepsis sévere dans les définitions des syndromes septiques.

Les experts proposent désormais 'utilisation du score SOFA (pour Sepsis-related
Organ Failure Assessment, tableau 1.2) pour identifier plus rapidement les patients
présentant un sepsis. Il a été déterminé qu'un score SOFA supérieur ou égal a 2 ou
qu’une élévation supérieure ou égale a 2 points étaient plus discriminants que le SIRS
pour prédire 1’évolution vers un sepsis et donc la mortalité des patients en services de
réanimation.

Enfin, le choc septique se définit désormais comme un sepsis nécessitant des
vasopresseurs afin de maintenir une pression artérielle moyenne (PAM) supérieure ou
égale a 65 mmHg associée a une hyperlactatémie supérieure a 2 mmol/L malgré la
correction d’une hypovolémie.

SOFA score 2
Respiration
Pa0O,/FiO,, mmHg <300 <200 <100
With respiratory support

Coagulation
Platelets x 10°/mm <150 <100 <50 <20
Liver
Bilirubin, mg/dl 1.2-19 2.0-5.9 6.0-11.9 >12.0
(umol/1) (20-32) (33 -101) (102 - 204) (<204)

Cardiovascular

Dopamine >5 Dopamine >15
or epinephrine < 0.1 or epinephrine >0.1
or norepinephrine < 0.1 or norepinephrine >0.1

Dopamine < 5
or dobutamine (any dose)

Hypotension MAP <70 mmHg

Central nervous system

Glasgow Coma Score 13-14 10- 12 6-9 <6
Creatinine, mg/dl 1.2-19 20-34 3.5-4.9 >5.0

. } } (300 - 440) (>440)
(umol/1) or urine output (110 - 170) (171-299) or <500 ml/day or <200 ml/day

Tableau 1.2 — Criteres du score SOFA (pour Sepsis-related Organ Failure Assessment). M. Singer et al. [7]

1.2 Epidemiologie

Depuis une vingtaine d’années, de nombreuses études épidémiologiques on été
réalisées sur le sepsis, en particulier dans ses formes graves. L'épidémiologie des
syndromes septiques graves (SSG) en réanimation est désormais bien connue (Tableau
1.3).

Selon plusieurs études américaines [14-16], les tendances évolutives montreraient
une augmentation de l'incidence des états septiques ces deux dernieres décennies avec
un passage de 82,7 a 240,4 cas pour 100 000 habitants [17]. Cette augmentation serait
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1.2. EPIDEMIOLOGIE

Prévalence en réanimation

RIS [Ref.] p- 100 admis IC 95%
France, 1995 [8] 11,9 10,6-13,3
Europe, 2001 [9] 15,5 14,9-16,0
Royaume-Uni, 2003 [10] 27,1 -
France, 2004 [11] 14,6 -
Nouvelle-Zélande, 2004  [12] 11,8 10,9-12,6

Tableau 1.3 — Estimation de la prévalence des SSG en fonction des études menées. Brun-Buisson et
al.[13]

en partie due au vieillissement de la population. Cette augmentation de 1'incidence
engendre une augmentation conséquente de la charge portée par les systemes de santé.
Comme mis en évidence par le National Center for Health Statistics, la prise en charge
des syndromes septiques représente un cofit estimé de 1.8 milliards de dollars par an,
soit la premiére place en terme de dépense pour hospitalisation aux Etats-Unis en 2011
[18].

On estime a 75000 le nombre de cas de syndromes septiques graves par an dans les
services de réanimation des hopitaux frangais. L'enquéte "Episepsis" [11], réalisée en
2001 dans 205 services de réanimation francais, a permis d’estimer a prés de 15% la
part de malades présentant des syndromes septiques graves a l'entrée en réanimation.
Pour 50% des cas, ces malades souffrent d'une pathologie chronique. A noter que la
moitié des infections liées a ces syndromes septiques sont d’origine respiratoire et que
25% sont d’origine intra-abdominale.

1 —— Pas de défaillance cardio-vasculaire (n = 239)
—— Ensemble des SSG, avec ou sans choc septique (n = 546)

0,8 —— Défaillance cardio-vasculaire (n = 302)

Probabilité de survie

0,2

0

| | | | | | | | | | | |
1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61

Jours

Figure 1.2 — Courbe de survie des syndromes septiques graves issue de 'enquéte “Episepsis”.
Brun-Buisson et al.[13]

Selon une étude de Annane et al. [19], on peut observer une amélioration du pronos-
tic vital depuis 15 ans, parallelement a la mise en place de la Surviving Sepsis Campaign
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[20] visant a uniformiser les bonnes pratiques en milieu hospitalier. Cependant, la
mortalité des syndromes septiques graves reste élevée avec environ 30% a 28 jours et
de I'ordre de 50% globalement (Figure 1.2). Elle est sensiblement plus importante en
cas de choc septique.

1.3 Etiologie

Les syndromes septiques peuvent avoir différentes origines infectieuses, la source
de I'infection restant néanmoins indéterminée dans 30% des cas.

Les causes majeures du sepsis en réanimation sont représentées dans 1’ordre dé-
croissant par les infections respiratoires (40 a 44%), les infections rénales et génitales (9
a 18%) et les infections intra-abdominales (9 a 14%) [11].

Selon I'étude de Martin et al. parue en 2003 [17], les agents infectieux induisant
un sepsis peuvent étre regroupés comme suit avec 52,1% des cas pour les bactéries
a Gram-positif, 37,6% pour les bactéries a Gram-négatif, 4,7% pour les associations
polymicrobiennes, 4,6% pour les levures et les champignons, 1% pour les bactéries
anaérobies et moins de 0,1% pour les virus et parasites.

Bien que les sources d’infection jouent un role central dans la génese des états
septiques, la variabilité génétique inter-individuelle représente également une part
importante dans la prédisposition de certains individus a évoluer vers un choc sep-
tique. Cet aspect génétique est désormais pris en compte dans le concept PIRO (pour
Predisposition, infection, Response, Organ dysfunction) qui regroupe les facteurs ayant
le plus d’impact sur le risque de déces consécutif a un SSG [6]. Parmi les facteurs
génétiques, les plus étudiés dans le domaine du sepsis sont les polymorphismes des
genes codant pour les protéines importantes de la reconnaissance des pathogenes
(Toll-Like Receptors 4 et 2, CD14, Mannose Binding Lectine), des cytokines impliquées
dans la réponse inflammatoire (TNFw, IL-18, IL-10, IL-18) et dans les mécanismes de
coagulation (PAI-1, Facteur V) [21].

1.4 Physiopathologie

La détection par 'organisme d"un corps considéré comme étranger a celui-ci va
conduire a l’activation des défenses immunitaires et a I’apparition d’une réponse
inflammatoire. Dans la grande majorité des cas, cette réponse est controlée et adaptée
a l'infection, permettant 1’éradication du pathogeéne et un retour rapide a un état
physiologique [22]. Dans d’autres circonstances, la réponse du systéme immunitaire est
disproportionnée et inadaptée a I'infection. Cette réaction excessive entraine des effets
déléteres pour 1'organisme, qui est alors incapable de contenir l'infection. La mortalité
dans le choc septique a longtemps été imputée a une réaction pro-inflammatoire
excessive. Suite aux échecs de 'immunothérapie anti-inflammatoire, Bone et al.[23] ont
mis en avant la présence de deux phases distinctes dans le modele physiopathologique.
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La premiere phase dite précoce et de courte durée est pro-inflammatoire et consiste
en la libération de nombreux médiateurs pro-inflammatoires. La seconde phase dite
secondaire est appelée par Bone et al. CARS (pour Compensatory Anti-inflammatory
Response Syndrome) et est prédominante durant les phases ultérieures du sepsis et
entraine une dépression des fonctions immunitaires.

1.4.1 Systeme immunitaire inné

Le systéme immunitaire inné est I'ensemble des défenses d"un organisme contre
des agents externes qui nimpliquent pas une reconnaissance spécifique de 1’agent
infectieux.

L'inflammation est I'un des mécanismes de défense innée mis en place par 1'or-
ganisme pour reconnaitre et détruire efficacement tous les micro-organismes ou sub-
stances du "non-soi".

La réaction inflammatoire commence par la reconnaissance de I'intrus en faisant
intervenir certaines cellules immunitaires non spécifiques de I’organisme. Ce sont
les monocytes (pouvant évoluer en macrophages ou en cellules dendritiques) et les
polynucléaires neutrophiles (PNN) [22] qui sont souvent les premiers a entrer en
contact avec le pathogeéne. Des structures moléculaires, les PRR (pour Pattern Recogni-
tion Receptors), communes a de nombreuses cellules immunitaires, vont alors interagir
avec les molécules complémentaires de l'intrus, les PAMPs (pour Pathogen-Associated
Molecular Patterns) et déclencher un signal de "danger" via la production de différents
médiateurs pro-inflammatoires tels que 1'IL-18 (pour InterLeukine 1p) et le TNFa (pour
Tumor Necrosis Factor «). La conséquence de ce signal est double : faire intervenir
rapidement sur le site de l'infection le systeme immunitaire adaptatif et recruter a
proximité des cellules immunocompétentes. Afin de limiter les effets néfastes pour
I'organisme d’une réponse inflammatoire trop importante, celle-ci est modulée éga-
lement par des médiateurs anti-inflammatoires tels que 1'IL-10 (pour InterLeukine
10). Cela constitue un équilibre entre la sur-activation (SIRS) et la sous-activation du
systeme immunitaire (CARS). La perte de cet équilibre est a 1'origine de syndromes
septiques pouvant évoluer jusqu’au choc septique.

1.4.2 Lareconnaissance de l'intrus

Comme vu précédemment, le corps étranger doit étre détecté par les cellules du
systeme immunitaire. Cette étape fait intervenir les récepteurs de I'immunité innée,
les PRRs, qui sont capables de reconnaitre et de se lier aux PAMPs. Cela permet 1’ac-
tivation de voies de signalisation cellulaires donnant lieu a I’expression des génes
impliqués dans la réponse immunitaire. Les PRRs peuvent étre classés selon leur
localisation : les PRRs solubles, membranaires et cytoplasmiques.

Les récepteurs membranaires sont les plus étudiés puisque impliqués dans la pha-
gocytose et l'activation de la réponse inflammatoire. Parmi eux, les plus connus sont
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les TLRs (pour Toll Like Receptors) [24]. Ce sont des protéines transmembranaires de
type 1 divisées en trois parties distinctes : le domaine extracellulaire avec pour role
la réception du signal de danger, le domaine transmembranaire et enfin le domaine
intracellulaire permettant la propagation et la transduction du signal d’activation de
la réponse.

Treize TLRs ont été identifiés jusqu’a présent chez I’homme, dont les plus connus
sont présentés dans le tableau 1.4.

Récepteurs Ligands Pathogéne Adaptateurs
. . . Bactéries
TLR1 (+TLR2) Triacyl de lipoprotéines Mycobactéries MyD88/MAL
Lipoprotéines
iegéldoﬁ;lyi??;s iqu Bactéries Gram+
TLR2 claes UpOtelcolqUes  pactéries Gram-  MyD88/MAL
Porines Ao
. . Mycobactéries
Lipoarabinomannanes
OmpA
TLR3 ARN double brin Virus TRIF
Lipopolysaccharides
e - MyD88/MAL
TLR4 PFotelnes Bactéries Gram- TRIF/TRAM
virales
TLR5 Flagelline Bactéries MyD88
TLR6 (+TLR2) Diacyl lipopeptides Mycoplasme MyD88/MAL
TLR7/TLRS8 ARN simple brin Virus MyD88
TLRY ADN hypométhylé Bactéries MyD88

Tableau 1.4 — Agonistes des récepteursTLRs humains les mieux connus et leurs adaptateurs. Yves
Delneste et al.[24]

Chaque récepteur est spécifique a une catégorie de PAMPs ou DAMPs (pour
Damage Associated Molecular Pattern, figure 1.3).

Bien qu’ils soient spécifiques a leurs ligands, les TLRs peuvent induire des effets
similaires en terme de propagation de la réponse en fonction des protéines adaptatrices
recrutées au niveau du domaine intracellulaire du récepteur [26].

D’autres PRRs tout aussi importants que les TLRs on été mis en évidence, tels
que NOD1 [28] et NOD2 [27, 29] (pour Nucleotide Oligomerization Domain receptors).
Ces protéines se trouvent a l'intérieur du cytoplasme ot elles jouent un role de re-
connaissance de pathogénes (notamment via le peptidoglycan). Bien que leur voie de
signalisation differe de celle des TLRs, I'activation de ces protéines aboutit également
a la libération du facteur de transcription NF-xB (Figure 1.4).

1.4.3 Réponse pro-inflammatoire

La détection de PAMPs/DAMPs par les monocytes va entrainer la sécrétion de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires comme 1'IL-1, I'IL-6 et le TNFa. Outre la
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A candidaspp B Gram-negative Gram-positive

bacteria . . bacteria
Beta-glucans Lipoproteins

(dectin 1/TLR2) (TLR2)

Bacterial DNA

O-linked 8
mannosides (TLR9) N
Budding (TLR4) o “ .
yeast Lipoteichoic acid booos

(TLR2) ™

P Lipopolysaccharide

& (TLR4)
N-linked .
mannosides Peptidoglycan
(TLR2)

(mannose receptor)
—— Flagellin (TLR5) —
Figure 1.3 — Reconnaissance des différents PAMPs par leurs TLRs spécifiques. (A) Identification d'un
champignon. (B) Identification des bactéries a Gram-positive et a Gram-Negatif. Tom van der Poll, et al.
[25]

TLRigand O/

o

TLRZ, | ~

TLRS or A . . / !
otfhar TLR= - & . . ;
AX. ~ ¥

i - J |

K — “ MHC class I
o .' ) lo':"l Peptice

-

Figure 1.4 — Transduction du signal apres activation des NODs et autres PRRs. Naohiro Inohara et
al.[27]

stimulation de leur propre sécrétion, ces cytokines vont avoir plusieurs fonctions.

La premiere est 'amplification de la réaction inflammatoire locale via I'initiation
de la production d’autres cytokines telles que I'IL-12, I'IL-15, I'IL-18, ou le MIF (pour
Migration Inhibitory Factor). La production de ces cytokines va également participer a
l'activation des neutrophiles (PNN), des lymphocytes et des cellules de I’endothélium.
Enfin ces messagers des cellules immunitaires vont favoriser 1’adhésion cellulaire et la
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production de prostaglandines (via ’action des Cyclo-OXygénases COX-1 et COX2).

La seconde fonction jouée par ces premieres cytokines est la stimulation de la pro-
duction de chimiokines comme 1'IL-8, MIP-1a (pour Macrophage Inflammatory Protein 1
«), MIP-18, MCP-1 (pour Monocyte Chimoattractant Protein 1) et MCP-3. Leur role est
d’augmenter le chimiotactisme, c’est-a-dire de favoriser la migration vers le lieu d’in-
fection d’autres cellules immunitaires : les lymphocytes, les monocytes/macrophages
et les polynucléaires (éosinophiles, basophiles et neutrophiles).

Une derniére fonction de ces cytokines est I'induction de nombreux médiateurs
secondaires tels que 1’histamine, la sérotonine, et les médiateurs lipidiques comme le
PAF (pour Platelet Activing Factor) dont les conséquences sont 'augmentation de la
perméabilité vasculaire (nécessaire a la migration de cellules immuno-compétentes sur
le lieu de l'infection), I'augmentation de 1’agrégation plaquettaire et le recrutement de
polynucléaires. Le TNFa présent initialement va stimuler la production d’iNOS (pour
inducible Nitric Oxide Synthase) ce qui conduit a une augmentation d’oxyde nitrique
(NO). Ceci a pour conséquence la diminution du tonus vasomoteur et la production,
par les PNN et les cellules endothéliales, de puissants radicaux libres (comme I’anion
superoxyde O, ) redoutables en tant qu’agents microbicides mais causant des lésions
tissulaires importantes.

Au niveau vasculaire, la production de radicaux libres et autres substances vasodi-
latatrices par les cellules endothéliales et phagocytaires provoque des perturbations
hémodynamiques précoces. A cela vient s’ajouter 1’activation de la cascade de la
coagulation (Figure 1.5).

Les cytokines pro-inflammatoires vont avoir des effets majeurs sur deux facteurs
principaux du mécanisme de la coagulation [30]. Le premier est I'augmentation de
I'expression du facteur tissulaire (TF pour Tissue Factor) a la surface des cellules
endothéliales qui se lie au facteur VII pour activer le facteur X de la coagulation.
Le second est I'augmentation de I'expression de PAI-1 (pour Plasminogen Activator
Inhibitor-1), ce qui conduit a la diminution de la fibrinolyse (processus de dissolution
des caillots sanguins qui sont majoritairement constitués de fibrine). Ces deux facteurs
combinés sont a l'origine de I'apparition de micro-thromboses vasculaires pouvant
entrainer des troubles de la perfusion tissulaire et provoquer la défaillance d’organes.

Au niveau plasmatique, les facteurs solubles sont primordiaux dans la genese de
la réaction inflammatoire. Parmi ces nombreux facteurs, on peut trouver les protéines
de la phase aigiie de I'inflammation comme la protéine C ou les défensines libérées
par les neutrophiles et cellules endothéliales aux propriétés microbicides. Le facteur le
plus important reste néanmoins le systéme du complément. Son activation déclenche
la formation de composants aux propriétés chimiotactiques et cytotoxiques comme le
complexe d’attaque membranaire [31].
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Figure 1.5 — Représentation de la cascade de coagulation responsable de la défaillance multiviscérale

lors d"un choc septique. Cohen et al. [31]

1.4.4 Réponse adaptative

Le systeme immunitaire inné est composé de nombreux processus, I'inflammation
restant 1'un des plus efficaces lorsque celui-ci est controlé. Il ne faut cependant pas
oublier une autre fonction importante de I'immunité innée, qui est I'orientation de
I'immunité acquise vers les antigénes présumés via la production de chimiokines
comme I'I[L-8 ou la MIP-1«.

Les principaux acteurs du systéme immunitaire inné tels que les macrophages et les
cellules dendritiques sont capables, outre leur role de destruction puis de dégradation
des agents pathogenes, de présenter les composants antigéniques aux lymphocytes :
c’est le point de départ de la réponse adaptative [22, 32]. Suite a ce premier contact
avec des antigenes, il va y avoir prolifération des lymphocytes dits naifs puis une
différenciation en lymphocytes B (mastocytes) et en lymphocytes T (LT cytotoxiques,
LTh "helpers" ou auxiliaires).

Une fois différenciés, les mastocytes (stade final de différenciation des Lympho-
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cytes B) sécretent des anticorps spécifiques sous forme soluble dont la conséquence
est la neutralisation des antigenes, facilitant ainsi le travail des phagocytes. Ils sont
responsables de I'immunité humorale.

Les lymphocytes T peuvent se diviser en deux familles, les lymphocytes T cyto-
toxiques et lymphocytes T auxiliaires (helpers). Ils ont une place importante dans
la pathologie du sepsis et donc du choc septique. En plus de leur role de destruc-
tion des cellules cibles infectées via des mécanismes d’apoptose, les lymphocytes
cytotoxiques (T CD8+) sont a I'origine de la libération d’IFN-7 [33] (puissant activa-
teur des macrophages) qui a pour conséquence directe I’amplification de la réaction
pro-inflammatoire locale.

Les lymphocytes auxiliaires (T CD4+) peuvent se différencier en deux classes selon
le facteur de prolifération présent. En présence d'IL-12 synthétisée principalement
par les monocytes, les CD4+ se différencient en LT-helpers 1 aux propriétés claire-
ment pro-inflammatoires. En présence d’IL-4 synthétisée par les basophiles et les
mastocytes, les CD4+ se différencient en LT-helpers 2 avec des propriétés relative-
ment anti-inflammatoires. Les LTh1 (pour LT-helpers 1) sont également a I’origine de
la sécrétion d’IFN-y mais aussi la sécrétion de TNFa« et de I'IL-2, des cytokines aux
propriétés pro-inflammatoires. A l'inverse, les LTh2 (pour LT-helpers 2) sont reconnus
comme a l’origine d"une sécrétion d’IL-4, d’IL-10 et IL-13, ces dernieres étant impli-
quées dans des processus anti-inflammatoires dont I'inactivation des macrophages.
Les cytokines originaires de la balance LTh1/LTh2 exercent d’importants effets sur
'activation macrophagique et donc sur la régulation de la réponse inflammatoire.

1.4.5 Réponse anti-inflammatoire

I est désormais admis par la communauté scientifique que les phases pro- et anti-
inflammatoires ne sont pas consécutives comme on pourrait I'imaginer mais plutodt
concomitantes. Les différents états septiques et leur gravité dépendent de 1'équilibre
entre ces deux phases [34]. Cet équilibre est nécessaire pour se protéger des effets
déléteres d'un emballement de I'inflammation.

Il existe pour cela ce qu’on pourrait appeler des boucles de rétrocontrdle négatif
axées autour de trois populations de cellules immunitaires : les macrophages et les
polynucléaires stimulés par la présence d’antigenes, les cellules endothéliales stimulées
par la présence de cytokines pro-inflammatoires et enfin les lymphocytes Th2 vus
précédemment. Le point commun de ces trois populations est la production en grandes
quantités de cytokines anti-inflammatoires. Parmi ces cytokines, on peut en citer trois
jouant un rdle majeur. L'une des plus importantes est I'IL-1ra (pour Interleukin 1 receptor
antagonist). Comme son nom l'indique, cette cytokine bloque l'action d‘IL-1a et d'IL-15
en agissant comme un antagoniste compétitif sur le récepteur d’IL-1. IL-1ra se fixe
sur le récepteur avec relativement la méme affinité qu’IL-1a et IL-1p mais ne produit
aucune réponse [35]. L'IL-1ra est synthétisée par les monocytes et les macrophages
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et est relachée dans la circulation systémique avec une concentration pouvant étre
jusqu’a cent fois supérieure a celle d'IL-1a [36].

Cependant, la cytokine jouant le role majeur dans la réponse anti-inflammatoire
est I'IL-10. Celle-ci est principalement synthétisée par les monocytes mais également
par les lymphocytes Th2. Cette cytokine va tout d’abord stimuler la production des
inhibiteurs de I'[L-18 et du TNF« [37]. En se fixant sur les récepteurs des macrophages,
elle est responsable de 1'inhibition de la production d'IL-12 (nécessaire a la différencia-
tion des lymphocytes Th naifs en lymphocytes Th1), mais également celle de TNFx,
d’IL-18, d’IL-6, ainsi que des chemokines IL-8, MIP-1a et MIP-2« [38]. Enfin, cette
cytokine entraine I'inhibition de la production de NF-«B et provoque l'internalisation
intra-cellulaire des molécules d’"HLA-DR a la surface des monocytes [39].

Enfin, on peut citer IL-4 comme une cytokine ayant un effet important dans la
réaction anti-inflammatoire. Elle est principalement produite par des lymphocytes B
activés, des lymphocytes Th2 mais également par des cellules stromales [40]. Cette
cytokine joue trois fonctions principales. Il s’agit tout d’abord d"un facteur de prolifé-
ration des lymphocytes T auxiliaires naifs induisant leur différenciation en Th2 qui
eux-mémes produisent I'IL-4, et donc auto-stimulent leur différenciation. Ensuite, 1'IL-
4 permet d’inhiber la synthese par les macrophages des cytokines pro-inflammatoires
IL-18, TNFa et IL-6 tout en stimulant la synthese de 1'IL-1ra et d’inhibiteurs du TNFax.
Enfin, I'[L-4 agit également sur les lymphocytes NK en inhibant la production de
I'TEN-.

1.4.6 Meécanismes de la défaillance d’organes

Comme énoncé précédemment, le pronostic des syndromes septiques est souvent
lié a la défaillance d"un ou de plusieurs organes. La pathogéneése de cette dysfonction
d’organes est multifactorielle et influe directement sur plusieurs systemes (systeme
hémostatique, cardiovasculaire, endocrinien et le systeme nerveux central). Les mé-
canismes dominants de la dysfonction d’organes sont les troubles hémodynamiques
de la micro et de la macro-circulation entrainant une disoxie (insuffisance respiratoire
cellulaire) qui est le plus souvent secondaire a une insuffisance circulatoire aigué.

Les troubles hémostatiques sont la conséquence d"une perturbation de la balance
coagulation/fibronolyse liée a une activité inflammatoire disproportionnée. Lors d'un
choc septique, la libération en trop grande quantité de cytokines pro-inflammatoires
conduit a une sur-expression du facteur tissulaire a la surface des cellules endothéliales
et entraine donc une forte stimulation de la coagulation (cascade de coagulation). Par
ailleurs cet "orage cytokinique" provoque une augmentation de 'expression de PAI-1
(principal inhibiteur des activateurs du plasminogene) ce qui conduit a la diminution
de la fibrinolyse [30]. La combinaison de ces deux facteurs peut provoquer la formation
de caillots sanguins (thromboses) entrainant une diminution de la perfusion sanguine
dans les tissus voisins et engendrant une hypoxie localisée.
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Ces troubles hémostatiques périphériques observés dans 1’ensemble du corps hu-
main jouent un role important dans les désordres viscéraux dont ceux du systéme
cardiovasculaire. Ce ne sont néanmoins pas les plus influents. L’existence d"une at-
teinte myocardique précoce traduite par une diminution plus ou moins importante de
la fraction d’éjection ventriculaire joue un rdle au moins aussi important. Une partie
des cytokines sécrétées lors du processus pro-inflammatoire (IL-18, IL-2, IL-6, TNF« et
PAF) agissent sur les myocytes cardiaques en diminuant leur contractilité [41]. Selon
Brady et al., ces cytokines augmentent la synthese de NO qui réagit avec les métabo-
lites de I'oxygene d’une part et qui réduit la concentration de calcium intracellulaire
d’autre part. Cela finit par créer des lésions endothéliales et par diminuer la contrac-
tilité ventriculaire. On observe une détérioration des fonctions de ces cellules 1ésées
conduisant a une diminution du flux sanguin et par conséquent un déficit d’apport en
oxygene provoquant une hypoxie d"une partie du myocarde, conduisant a une baisse
du débit cardiaque [42].

Le systeme neuro-endocrinien est également perturbé selon différents axes pendant
le sepsis. Au niveau de 1’axe hypotalamo-hypophysio-surrénalien et sous l'effet des
cytokines pro-inflammatoires, il a été observé une augmentation de la sécrétion de
la neurohormone CRH (pour Corticotropin-Releasing Hormone) par I’hypothalamus.
Celui-ci va stimuler les cellules basophiles du lobe antérieur de I'hypophyse qui vont
augmenter de facon importante la libération d’ACTH (pour AdrénoCorticoTrophine
Hormone) qui, a son tour, va stimuler la production de glucocorticoides au niveau des
glandes surrénales. Cette réaction en chaine a pour conséquence 1’augmentation du
cortisol plasmatique corrélé par Annane et al. a la gravité du choc septique [43]. En
agissant au niveau cardiaque et au niveau vasculaire, ce mécanisme tend a maintenir
I’homéostasie cardiovasculaire. Une augmentation insuffisante contribuera a une dé-
faillance hémodynamique. Au niveau de 1’axe de la régulation de la glycémie, on peut
observer deux phénomeénes majeurs : une augmentation des hormones hyperglycé-
miantes dont le cortisol et I’apparition d"une résistance a I'insuline due a la présence en
grande quantité d'IL-1p et de TNFa. La résultante de ces deux phénomenes conjugués
est une hyperglycémie qui modifie les réactions inflammatoires et immunitaires et
conduit a la production de molécules oxygénées réactives. La vasopressine occupe
également une place importante dans la régulation du systeme neuro-endocrinien. I
s’agit d’'une hormone anti-diurétique sécrétée par ’hypothalamus. Il a été démontré
une diminution progressive de sa concentration plasmatique pendant un choc septique
[44]. Or, la vasopressine est nécessaire a la régulation de la pression artérielle selon
deux mécanismes majeurs agissant sur la contraction musculaire lisse d'une part, et
l'augmentation de la réabsorption d’eau d’autre part.

Enfin, le systéme nerveux autonome (ou viscéral), responsable des fonctions au-
tomatiques, fait partie de ceux mis en avant en tant que participants a la genése du
choc septique et du syndrome de la défaillance multiviscérale [31]. Le mécanisme
principal mis en cause dans son dysfonctionnement serait 1ié a un défaut d"utilisation

14



1.5. PROBLEMATIQUE

de I'oxygene expliqué par une inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale
médiée par le NO (pour Nitric Oxyde) dont la synthése est stimulée par la présence de
TNFu et autres cytokines pro-inflammatoires. Cela provoque une hypoxie suivie d"une
apoptose de neurones et de cellules gliales des centres cardiovasculaires du systéme
nerveux autonome [45].

1.5 Problématique

Les syndromes septiques sont des états pathologiques difficiles a appréhender et a
traiter en raison du caractére multidisciplinaire et de la complexité des processus mis
en jeux. Le nombre élevé d’entités biologiques et des relations quantitatives les reliant
entre elles, la différence d’échelles spatiales et temporelles et les nombreuses rétroac-
tions mises en place lors d"une réponse inflammatoire rendent presque impossible la
prise en compte de cette pathologie dans son ensemble pour un esprit humain. Ces
arguments font de la modélisation numérique un outil de choix dans la recherche de
nouvelles cibles thérapeutiques.

Partant de ’hypothese que 'évolution vers des syndromes septiques graves est la
conséquence d’une perte de controle précoce de la réponse inflammatoire du systeme
immunitaire face a l'infection, 1’objectif de ce travail est de proposer de nouvelles pistes
thérapeutiques via l'identification et la simulation in silico d’un ou de plusieurs des
mécanismes physiologiques impliqués dans la régulation de la réponse inflammatoire
précoce.

Dans un premier temps, nous nous sommes appuyés sur des approches d’analyse
en bioinformatique et sur deux bases de données transcriptomiques pour identifier
les mécanismes biologiques mis en jeu tout au long de la résolution d’une réponse
inflammatoire. Le croisement des mécanismes intervenants chez les patients de ces
deux bases de données a permis d’identifier la voie de signalisation mTOR comme dis-
criminante entre les cas non pathologiques de SIRS et les cas de syndromes septiques.

Nous avons ensuite mis au point des approches de modélisation logique et déve-
loppé un outil de simulation pour explorer in silico la réponse de la voie de signalisation
TLR4 suite a différents stimuli. En nous basant sur les connaissances disponibles dans
la littérature, nous avons produit un modele logique de la voie TLR4. Ce modele a été
utilisé pour explorer qualitativement le role joué par la voie mTOR dans la régulation
d’une réponse inflammatoire.
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PARTIE I : ANALYSE TRANSCRIPTOMIQUE

sepsis, la modélisation est devenue un outil de plus en plus mis en avant dans

ﬁ u vu de la complexité des mécanismes mis en jeux lors d’un SIRS ou d'un
la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques.

A l'image des travaux réalisés par Calvano et al. [46], I'approche transcriptomique
apporte de nouvelles perspectives dans 1’étude de la réponse inflammatoire. Dans
le cadre d"un programme de recherche centré sur I’exploration de la réponse inflam-
matoire, les auteurs se sont aidés de la technologie des puces a ADN pour mesurer,
a différents intervalles de temps, le niveau d’expression des genes des leucocytes
présents dans le sang avant et apres 'injection de Lipopolysaccharides (LPS, com-
posant essentiel de la paroi des bactéries a Gram négatif). Cela a permis d’explorer
la dynamique des mécanismes intervenant dans la régulation de l'inflammation lors
d’un syndrome de réponse inflammatoire systémique contrdlée ; ’ensemble des sujets
ayant retrouvé leur état physiologique dans les 24 heures suivant l'injection de LPS.

Afin d’identifier les mécanismes potentiellement impliqués dans une perte de
controdle de la régulation de la réponse inflammatoire, nous nous sommes appuyés
sur les résultats de cette premiere étude et les avons comparés a ceux d'une autre plus
récente portant sur des cas pathologiques de sepsis observés en services de réanimation.
Ainsi, la premiere partie de ce travail a consisté en 1’analyse d’une subdivision de la
base de données issue de I'étude de Calvano et al. pour étudier la cinétique d’une
réaction inflammatoire. Dans un deuxiéme temps, le reste de cette base de données
a été utilisée pour confronter, a un niveau intracellulaire, les mécanismes jouant un
role dans la régulation de la réaction inflammatoire entre des sujets sains et des sujets
pathologiques.

L'objectif de cette premiere partie de these a été d’identifier la ou les voies métabo-
liques qui s’expriment de maniére significativement différente entre des cas de SIRS
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induit (o1 la réponse inflammatoire reste proportionnée et sous controle) et des cas
de sepsis en services de réanimation avec une réponse inflammatoire exacerbée et
incontrolée.

2.1 Introduction

Depuis la découverte de la structure en double hélice de 'ADN (pour Acide
DésoxyriboNucléique) par J.Watson et F.Crick en 1953, le génie génétique n'a eu de
cesse de se développer.

Tout d’abord avec I’ere de la génomique et I’apparition de la technique de séquencage
d’acides nucléiques mise au point par F. Sanger en 1977.

Plus récemment, avec 1’ere de la transcriptomique dont l'avenement est 1lié au sé-
quengage complet a 99,99% du génome humain [47] en 2003, il a été observé une
démocratisation de 1'utilisation de puces a ADN pour répondre a des hypothéses
biologiques.

Depuis la création de la premiere puce (sur membrane de nylon) en 1987, cette
technologie connait un grand succes compte tenu de son faible cofit par rapport a la
grande quantité de données observables. Si on prend 1'exemple de GEO (pour Gene
Expression Omnibus !), 'un des principaux entrepdts de données du transcriptome, il
n’existait en 2000 que deux fichiers d’expression de génes référencés, aujourdhui cette
méme base en compte presque deux millions.

2.1.1 Rappels sur les génes et leur expression

Il est difficile de décrire le fonctionnement d"une puce a ADN sans revenir sur
quelques définitions des genes et de leur expression.

L’ensemble des molécules d’ADN d"un organisme constituent son génome. Un
gene est une séquence d’ADN qui code pour la synthése d"une protéine (chaine(s)
polypeptidique(s)) ou d’un ARN (Acide RiboNucléique) fonctionnel. Le passage de
I’ADN a une protéine se fait en deux étapes : la transcription et la traduction. Pendant
la transcription, I’ADN double brin est transcrit en plusieurs copies d’ARN simple
brin. Les ARNm (ARN messagers) sont des molécules d’ARN contenant la séquence
d’une protéine qui, apres un certain nombre d’étapes de maturation, vont participer au
processus de traduction dans le cytoplasme de la cellule. La traduction est le processus
biologique au cours duquel un ribosome lit I’ARNm et le traduit en une protéine.
Cette protéine passera généralement ensuite par des procédés de maturation avant de
devenir fonctionnelle.

Bien que le génome d’un organisme soit le méme d’une cellule a une autre, I'ex-
pression des génes est différente en fonction de la stimulation des cellules et du tissu
dans lequel elles se trouvent. En effet, le nombre de génes codants chez ’'homme est

1. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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aujourd’hui évalué a environ 30000, mais cette estimation reste fluctuante donnant
des chiffres compris entre 20000-25000 [48] et 40000. Ces génes ne sont pas toujours
traduits car leur expression est soumise a des processus de régulation de la transcrip-
tion. C’est pour cela que méme si on évalue a 200000 le nombre d’ARNm différents
chez 'homme, seulement 10000 a 15000 d’entre eux seraient exprimés dans une cellule
spécialisée pour un instant donné (figure 2.1).

Génomique fonctionnelle
Génomique structurale {fanserptomique)
Génome
20000-25 000 g&R ﬂ

Transcriptomique
4

Protéome

rot./cell.

]

15 000 ARNm/cell.
—

Traduction
Maturation

Transcription
Maturation

Protéine 3

e
Protéine 4

Figure 2.1 — Représentation des trois principaux niveaux de granularité du génie génétique : le
génome, le transcriptome et le protéome. Source : Appareils et méthodes en biochimie et biologie-2e
éd.Bernard Hainque, Bruno Baudin et Philippe Lefebvre

L’ensemble des ARNm transcrits présents dans une cellule a un instant précis et dans
une condition biologique donnée constituent son transcriptome. Par conséquent, son
étude permet non seulement d’analyser I'expression des genes et les mécanismes
génétiques associés ; mais aussi de connaitre la cinétique des phénomenes cellulaires,
d’améliorer la compréhension des voies métaboliques et enfin d’inférer les fonctions
de génes inconnus grace a l'identification de leur co-régulation avec des génes connus.

Au vu de la complexité du fonctionnement du corps humain, les puces a ADN
apparaissent aujourd’hui comme un outil privilégié pour I’analyse de certains de ses
mécanismes comme celui de la réaction inflammatoire. L’avantage majeur de cette
technologie est la possibilité de pouvoir analyser simultanément le niveau d’expression
de plusieurs milliers de génes pour un type cellulaire choisi et dans un contexte
physiologique/physiopathologique particulier.
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2.1.2 Principe des puces a ADN

Le principe de fonctionnement des puces a ADN est fondé sur la propriété d’hybri-
dation spécifique entre deux séquences nucléotidiques complémentaires.

Les puces Affymetrix® analysées dans cette étude comportent plusieurs dizaines de
milliers d’unités d’hybridation (probe sets en anglais) fixées sur une surface solide
(verre avec un revétement en silicone).

Chaque probe set se compose d"une vingtaine de séquences oligonucléotidiques de
synthése longues de 20 a 25 bases (sondes). Deux sortes de sondes existent pour chaque
probe set. Les premieres sont composées de séquences appelées PM (pour Perfect Match)
et spécifiques d’un transcrit. Les secondes se composent de séquences nommées MM
(pour MisMatch) et qui ont été volontairement mutées au milieu de leur séquence. La
création de cette mutation a pour objectif de mesurer 1’hybridation non spécifique,
phénomene observé lorsqu'un brin de transcrit s’hybride a la fois sur une séquence
PM et MM.

= =
— | — — !

Aqueous _mRNA
Phase 3 . —— .

" Aminoallyl Reverse CDNA
y Phenol >w‘ Nucleotides oTranscriptase
Phase O DNA —
cDNA labelled cDNA
1 Sample 2  Purification 3 RT 4 Coupling

= - . ‘ =

Filter

ol

5 ' Hybridization 6  Scanning 7 'Normalization
and washes and analysis

Figure 2.2 — Etapes nécessaires & une analyse de transcriptome avec une puce ADN Affymetrix© : 1.
Sélection des cellules d’intérét, 2. Préparation de ' ARNm, 3. Amplification puis Reverse Transcriptase
de ’ARNm, 4. Marquage fluorescent, 5. Hybridation avec les sondes puis lavages, 6. Analyse des sondes

par laser, 7. Analyse d’image. Adapté de l'illustration de Squidonius (public domain), Wikimedia.

Plusieurs manipulations préalables sont nécessaires avant de pouvoir réaliser I’ana-
lyse du transcriptome d"une cellule (figure 2.2). Il faut tout d’abord isoler les cellules

20



2.2. MATERIEL ET METHODES

d’intérét. Les parois de ces cellules sont ensuite lysées pour récupérer les molécules
d’intérét, les ARNm. Ces ARNm sont transformés en ADNc (ADN complémentaire)
par un processus de Reverse Transcriptase (rétro-transcription) puis purifiés et amplifiés
par PCR (Polymerase Chain Reaction). Une étape de marquage fluorescent est réalisée
avant que ces molécules ne soient déposées sur les puces pour 'hybridation. Apres
plusieurs étapes de lavage, les puces vont étre scannées grace a l'interaction entre les
flurorochromes ayant servi au marquage et des lasers. L'image produite est par la
suite traitée numériquement pour obtenir une matrice d’intensités de signaux. Chaque
cellule de la matrice correspond a l'intensité lumineuse mesurée sur un point de la
puce et donne une évaluation de la quantité d”ARNm correspondant a ce point, dans
la cellule pour I’échantillon étudié.

2.2 Matériel et méthodes

2.2.1 Le pré-traitement des données de puces

Les données issues des puces a ADN ne peuvent pas étre utilisées directement car
elles sont trop "bruitées". En effet, celles-ci sont soumises a deux formes importantes
de variabilité lors des manipulations : une variabilité biologique, que I’on cherche
justement a mesurer, mais également une variabilité technique (introduite par des
différences de concentrations, de manipulations, de qualités de réactifs...) et que 1'on
veut éliminer [49].

Le pré-traitement (preprocessing) consiste en une succession d’étapes nécessaires
a l’exploitation des données d’expression des genes. Celui-ci permet de s’affranchir
de la variabilité expérimentale pour débruiter le signal biologique et favoriser la
comparaison des puces entre elles [50]. Cette opération augmente la spécificité, c’est-a-
dire I'aptitude a détecter I'expression d'un gene, si expression il y a réellement.

La correction du bruit de fond (background correction) est la premiere de ces étapes.
Celui-ci provient généralement de phénomenes physiques tels que les dépodts de
poussiéres, de bruit dans 'instrumentation, ou de tout artefact. L'intensité de chaque
sonde est ainsi corrigée en utilisant I'information sur chaque puce.

La seconde étape est appelée "normalisation” et part de I'hypothése que peu de
genes sont différentiellement exprimés entre deux conditions étudiées. Le but de la
normalisation est de rendre les niveaux d’expression des genes entre les puces a ADN
comparables entre elles en transformant les signaux de sondes pour chaque géne
et pour chaque puce. Cette étape consiste a identifier puis a supprimer les erreurs
systématiques entre les puces.

L'étape de correction des PM est liée a la structure des puces Affymetrix® dont la
moitié des sondes sont de type MM (MisMatch). Ce procédé vise a obtenir une valeur
proportionnelle des MM au nombre réel de transcrits hybridés sur les PM (Perfect
Match).

21



CHAPITRE 2. PARTIEI: ANALYSE TRANSCRIPTOMIQUE

Enfin, la derniere étape est appelée la summarization. Essentiellement statistique,
ce processus est lié au fait que les sondes d"un méme probe set n’ont pas pour origine
la méme partie de la séquence cible. A la fin de cette étape, nous disposons d’une
matrice, avec pour chaque ligne correspondant aux probe sets, une valeur attribuée
d’expression.

2.2.2 Description des études
2.22.1 L’étude de Calvano

Menée dans le cadre d'un programme de recherche multi-disciplinaire (projet
Gluegrant ), I'étude de Calvano [46] et de son équipe avait pour objectif 'amélioration
de la compréhension de la réaction inflammatoire. Cette analyse, basée sur ’analyse
des réseaux de genes, avait pour but d’identifier la dynamique des mécanismes de la
réponse inflammatoire perturbés apres un stimulus du systeme immunitaire.

Le protocole de cette étude peut étre divisé en deux étapes principales. La premiere
a consisté a induire une réaction inflammatoire systémique (SIRS) sur un des deux sous-
groupes (sujets sains, age compris entre 18 et 40 ans). Les sujets du premier sous-groupe
(n=4) se sont vus administrer une dose de 2 ng.kg ! de LPS (pour LipoPolySaccharides,
composant essentiel de la paroi des bactéries a Gram négatif) en intraveineuse alors
que ceux appartenant au deuxiéme sous-groupe (n=4), le groupe controdle, ont regu
une perfusion de solution saline (0,9% de chlorure de sodium). Des prélevements
de sang ont été effectués avant 'injection de LPS ou de solution saline (a TO), puis
a2 4,69, et 24 heures. La seconde étape, dont 'unique but a été de créer un jeu
de données de validation, a consisté en I’administration de la méme dose de LPS a
un seul groupe (sujets sains, n=6). Des prélevements de sang ont été effectués avant
I'injection d’endotoxine (& T0), puis a 2 et 6 heures. Pour chaque échantillon de sang,
les leucocytes ont été isolés et la totalité de leur ARN cellulaire a été extraite puis
synthétisé en ADNc. L'hybridation a ensuite été réalisée a I’aide de puces Affymetrix
Human Genome U133A et U133B pour la premiére étape de 1'étude, et avec des puces
Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 pour la derniére étape.

2.2.2.2 L’étude de Sutherland

Entre 2007 et 2009, I’équipe de Sutherland [51] a réalisé une étude dans quatre
unités de soins intensifs en Australie dans le but d’identifier des biomarqueurs pour
la détection précoce de sepsis.

Pour cela, trois groupes de patients ont été retenus, un groupe sepsis (n=10),
un groupe post-chirurgie (n=11) et enfin un groupe contrdle (n=20). Les criteéres
d’inclusion du premier groupe étaient des patients de plus de 18 ans présentant
les symptomes d"un sepsis dont les criteres cliniques on été définis par le consensus

2. http://www.gluegrant.org/
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ACCP/SCCM de 1992 [5] et dont l'infection a été prouvée. Leur indice de masse
corporelle était inférieur a 40 et ils avaient été admis depuis moins de 24 heures en soins
intensifs. Le second groupe se compose de patients recrutés avant une intervention
chirurgicale et développant par la suite une réponse inflammatoire systémique [52]
(sans origine infectieuse) dans un intervalle de 24 heures suivant I'opération. Enfin,
les criteres d’inclusion du dernier groupe étaient des personnes faisant partie du
personnel médical de I’hopital, non malades au moment de la prise de sang et sans
antécédents de dysfonctions du systeme immunitaire. Tout comme pour I'expérience
de Calvano, des prises de sang ont été effectuées aux membres des trois groupes, les
leucocytes ont été isolés et la totalité de leur ARN cellulaire a été extrait puis synthétisé
en ADNc. L'hybridation a ensuite été réalisée a 1’aide de puces Affymetrix Human
Genome U133 Plus 2.0.

2.2.3 Récupération des données

L’ensemble de nos analyses ont été réalisées a partir de jeux de données bruts créés
par les équipes de Calvano [46] et de Sutherland [51] dans leurs études respectives.
Les bases de données sont disponibles en libre acces sur GEO. Les données brutes
correspondantes a 1’étude de Calvano SE. et al. sont répertoriées avec la référence
GSE3284 (110 fichiers CEL) et celles correspondantes a 1’étude de Sutherland A. et al.
le sont avec la référence GSE28750 (41 fichiers CEL).

L’absence dans la littérature scientifique récente d’études transcriptomiques réali-
sées sur le sepsis et sur des puces de type Human Genome U-133A et Human Genome
U-133B a conduit a utiliser la premiere partie de la base de données de Calvano dans
une optique principalement exploratoire. L'objectif a été de déterminer si les inter-
valles de temps du jeu de données de validation de 1’étude de Calvano (a savoir 2
heures et 6 heures), réalisé sur des puces Human Genome U-133 plus 2.0, permettaient
I'observation d’épisodes de régulation de la réaction inflammatoire.

Les données issues de la premiére partie de 1’étude de Calvano ont donc été utilisées
dans le but de confirmer, comme il a été vu dans les résultats de son article, que les
principaux processus de régulation du systeme immunitaire se déroulent entre 0 et 2
heures, puis entre 6 et 9 heures.

Les données issues de la seconde partie de 1’étude de Calvano initialement créées
dans un objectif de validation, ont été utilisées pour la comparaison entre les processus
de régulation du systeme immunitaire mis en jeux lors d"un SIRS induit artificiellement
et ceux d"un sepsis observé en milieu hospitalier.

2.2.4 Lecture et pré-traitement des données

L'analyse de données issues de microarrays a été faite grace a 1’outil @®@ (R version
3.1.1) et la suite de librairies fournies par Bioconductor.
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2.2.4.1 Importation des données dans ®

Comme le montre le code @ ci-dessous, l'importation des fichiers d’intensités de
signal de puces pour chaque échantillon s’est faite a 1’aide de la librarie affy congue
pour I'exploitation des données de puces Affymetrix® :

source ("http://bioconductor.org/biocLite.R")
biocLite ("affy")
library ("affy")

setwd ("~/Desktop/R/db/Exp_1/")
Calvano.rawdata <- ReadAffy()

La fonction ReadAffy() permet de charger dans la variable définie I'ensemble des
fichiers "CEL" (format spécifique aux fichiers d’intensité de puces) contenus dans le
dossier de travail.

2.2.4.2 Pré-traitement des données

Comme vu précédemment, les données ne sont pas exploitables a ce stade puisque
trop bruitées. Une étape de pré-traitement est donc nécessaire pour 1'exploitation des
données brutes :

norm.Calvano.rawdata<-expresso (Calvano.rawdata, pmcorrect.method="pmonly",
bgcorrect.method="none", normalize.method="invariantset", summary.method="
liwong")

expr.Calvano.data<-(log2 (exprs (norm.Calvano.rawdata)))

Cette partie a été réalisée avec la fonction expresso(). Son principal avantage est de
combiner plusieurs alternatives, permettant ainsi de reproduire le plus fidelement
possible le fonctionnement du logiciel dChip [53], utilisé initialement par Calvano et
al. [46].

L'algorithme implémenté dans dChip integre une normalisation de type invariant
set puis applique un modéle pmonly de liwong [54, 55].

La méthode de normalisation par invariant set consiste en une régression non para-
métrique basée sur la sélection d'un sous-ensemble de genes (g1,...,gN), correspondant
a un sous-ensemble de sondes (sy,. . .,5k), de sorte a ce que le rang de ces sondes reste
invariant entre les puces (s1<52<s3. .. k).

La méthode de summarization de liwong qui a été utilisée permet d’estimer la
quantité de transcrit fixé sur les sondes de type PM (Perfect Match), et par conséquent,
le niveau d’expression des genes correspondants. Cette méthode est basée sur le
modeéle suivant :

PMZ']' =0j+ 91'06]' + 91'(])]' +€,e~ N(0,0’z)

Avec v; + 0;a; la réponse de la j*"* paire de sondes a une hybridation non spécifique

pour un échantillon 7, 6;¢; 1a réponse a une hybridation spécifique et € le terme d’erreur
de I'équation.
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Figure 2.3 — Comparatif des boxplots des intensités brutes (log2) avant (en haut) et apres (en bas)
I'étape de preprocessing sur I’'ensemble des puces HGU-133A de I'étude de Calvano. Chaque boite illustre
la distribution des intensités de chaque puce. La ligne intérieure d'une boite indique la valeur médiane,
les extrémités les 1" et 3° quartiles.

Compte tenu des performances de cette méthode [56], et de I'impact que représente
le preprocessing sur les résultats finaux en termes de sensibilité et donc de comparabilité
(figure 2.3), cette technique a été appliquée de maniere identique a 'ensemble des
bases de données utilisées.

2.2.5 Identification des cibles différemment exprimées

En raison du type de données qui les composent, les deux parties de I'analyse n’ont
pas été réalisées avec la méme méthode d’identification des génes exprimés.

La premiere partie, dont le but a été d’identifier des étapes clés dans la dynamique
de la régulation du systéme immunitaire, est effectuée sur des données de type tem-
porelles avec répétitions sur les mémes individus. La fonction choisie a été maSigPro.
Pour la seconde partie qui a consisté a comparer différents états de stimulus a des états
de controdle, la fonction utilisée a été Limma.

MaSigPro (pour MicroArray SIGnificant PROfiles) est un outil spécialement congu
pour l'analyse des données transcriptomiques issues d’expériences de séries tempo-
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relles, pour lesquelles il a été démontré plus performant que Limma [57]. Ce genre de
données est généralement plus compliqué a étudier a cause de la multiplication du
nombre de conditions expérimentales, de la nature dynamique des expériences en
question et des différences entre les intervalles de temps utilisés. Pour répondre a ce
probleme, cet outil se base sur 1'utilisation de la succession de deux modeles.

Dans un premier temps, 'algorithme va permettre 1'identification des génes signi-
ficativement exprimés en utilisant un modele de régression qui est plus adapté aux
données dynamiques et permet de traiter le temps et les conditions expérimentales
initiales comme des variables quantitatives :

Yijr = o+ P1Duijr + - + Br-1D 1 —1yijr + S0 Tijr + 01Tijr Drijr + .. + 011 Tijpe D (1 —1yijr + - -

Avec Yjj, la valeur de 'expression des genes normalisée, et J les coefficients de
régression (linéaire, quadratique) estimés par la méthode des moindres carrés, i le
groupe expérimental, j le pas de temps, r le nombre de répétitions, D les variables
muettes (dummy variables), et T la variable temps.

Dans un second temps, une méthode itérative par paliers (stepwise backward regres-
sion) est utilisée sur les genes précédemment identifiés pour ajuster les parametres
du modele et définir les tendances de variations spécifiques aux genes (sur ou sous-
expression). La performance prédictive est mesurée par un coefficient de prédiction
(R?).

Pour la seconde partie de I’analyse, Limma (pour LInear Models for MicroArray data)
permet d’identifier les genes différemment exprimés via 1'utilisation d"une régression
linéaire et d'un modeéle bayésien [58]. L’analyse des données de micropuces nécessite
cependant la création de deux matrices : P une matrice du plan expérimental et C
une matrice des contrastes [59]. Le modele linéaire est utilisé avec la fonction ImFit()
suivant I’équation suivante :

Yj=Paj+e

Avec Y; 'expression du gene j sur toutes les puces, P la matrice du plan expérimental,
a; le vecteur de coefficients de contrastes pour le géne g et €; le terme d’erreur. Les
contrastes d’intérét sont données par :

Ty
pi=Cuy

Avec C la matrice des contrastes. La nullité du contraste §; est testée en utilisant la
statistique t pondérée (Emperical Bayes test) donnée par :

‘ dos? + d;s?

- j -2 0 7]

ti=+/n— avec §°"=——" 7
J 5j J do +d;

Avec §j2 la variance a postériori, d; et s]z. les degrés de libertés et variance du gene j et
enfin, 5(2) et dy la variance et les dégrés de liberté a priori.
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Bien que les méthodes utilisées par maSigPro et Limma soient différentes, elles
sont toutes deux basées sur des tests multiples. L'inconvénient majeur provoqué
par la répétition de tests statistiques est 1'inflation du risque de premiere espéce
(risque &), provoquant I'augmentation du nombre de faux positifs : génes déclarés
différentiellement exprimés alors qu’ils ne le sont pas en réalité. La méthode de
correction qui a été utilisée est celle développée par Benjamini et Hochberg [60]. Celle-
ci est basée sur le controle de la proportion d’erreur FDR (pour False Discovery Rate) et
permet de calculer la p-valeur ajustée pour chaque gene testé.

2.2.6 Classification

Les méthodes de classification ont pour objectif de regrouper les génes en fonction
de la ressemblance de leurs profils d’expressions. L'hypothese sur laquelle se base ce
type de techniques est que deux genes avec un profil d’expression similaire ont plus
de chances de faire partie des mémes processus biologiques ou d’étre régulés par les
mémes facteurs.

L’analyse en Composantes Principales (ACP) est une approche statistique qui per-
met d’isoler les variables qui expliquent au mieux les différences entre les expressions
des genes. L'objectif principal de I’ACP est de projeter les observations dans un espace
de faible dimension tout en conservant le maximum de l'information originale : la
variabilité des mesures observées sur chaque variable. Compte-tenu de la particula-
rité des données transcriptomiques (matrices déséquilibrées : plus de variables que
d’individus), la fonction choisie a été prcomp car elle permet de calculer directement la
décomposition en valeurs singulieres.

L’avantage majeur de cette méthode est de permettre la classification et la visua-
lisation des patients en fonction des patterns d’expression de leurs génes et de la
composante temps.

L’ACP a, par la suite, été complétée par une classification hiérarchique ascendante
et sa représentation en heatmap grace aux fonctions hiclust et heatmap.2. La représenta-
tion simultanée des lignes (correspondant aux probesets) et des colonnes (correspondant
a des échantillons) sous la forme d’un graphe heatmap est trés répandue dans le do-
maine de la transcriptomique car elle permet d’observer les liens entre les génes et les
échantillons.

2.2.7 Analyse fonctionnelle

Puisqu’une liste de genes isolés n'a que peu d’intérét, I’objectif de cette partie a été
de caractériser un gene (ou un groupe de genes) par sa fonction biologique.

Dans un premier temps, la plateforme Ingenuity Pathway Analysis (IPA) et son
outil IPA Core Analysis ont été utilisés pour identifier les processus biologiques, les
voies métaboliques et les réseaux moléculaires affectés a partir des listes de genes
différemment exprimés (obtenues suite a I’analyse sur Limma).
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Ce méme logiciel a ensuite été utilisé pour la comparaison d'un point de vue
biologique des différents processus régulatoires de la réaction inflammatoire.

2.3 Article : Comparative transcriptomic analysis
between an artificially induced SIRS in healthy
individuals and spontaneous sepsis

L’ensemble des résultats de cette étude comparative sont présentés dans un premier
article publié dans le journal Compte Rendus de I’Académie des Sciences de Biologies
en 2015 [61].

C. R. Biologies 338 (2015) 635-642
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mechanisms, such as the mTOR signaling pathway, between the pathological cases of
sepsis and non-pathological (i.e., the artificially induced SIRS) cases.
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Abstract

French version. Le sepsis se définit comme un syndrome combinant une réponse inflammatoire systémique & une infection
documentée. Celui-ci peut évoluer vers des cas plus graves tels que le choc septique suite a la défaillance d’un ou de
plusieurs organes et 'apparition d’une défaillance hémodynamique.

Partant de 'hypothese que 'apparition de syndromes septiques graves est la conséquence d’une perte de controle
précoce dans la régulation de la réponse inflammatoire, nous avons décidé de comparer d’un point de vue transcrip-
tomique les mécanismes opérant lors d’une réponse inflammatoire systémique induite et contrdlée a ceux exprimés lors
de syndromes septiques graves.

A partir de bases de données transcriptomiques en libre acces, nous avons étudié la cinétique d’une réponse in-
flammatoire induite. L utilisation d’outils bioinformatiques d’analyse fonctionnelle a permis d’identifier des mécanismes
biologiques discriminants, tels que la voie de signalisation mTOR, entre des cas pathologiques de sepsis et des cas de
SIRS induits non pathologiques.

English version. Sepsis is defined as a syndrome combining a systemic inflammatory response with a documented
infection. It may progress to more serious cases such as septic shock following the failure of one or more organs and the
emergence of hemodynamic defects.

Assuming that the emergence of serious septic syndromes may be partially explained by the early loss of regulation of
the inflammatory response, we decided to compare, in a transcriptomic perspective, the biological mechanisms expressed
during an induced systemic inflammatory response with those expressed during severe septic syndromes.

By using open access transcriptomic databases, we first studied the kinetics of an induced inflammatory response.
The use of functional analysis helped us identify discriminating biological mechanisms, such as the mTOR signaling
pathway, between the pathological cases of sepsis and non-pathological (i.e., the artificially induced SIRS) cases.

Keywords: SIRS, sepsis, inflammation, functional analysis, transcriptome

1. Introduction occurs. A septic shock is the combination of a severe sepsis
with an acute fall in blood pressure that does not respond
to treatments.

Septic syndromes represent approximately 750,000 cases
per year in the United States [2] and it remains the first
cause of mortality in intensive care units (ICUs). Although
in the last 10 years an improvement has been observed,
*Corresponding author commonly ascribed to the Surviving Sepsis Campaign [3],

Email address: claudio.ms@universite-lyon.fr (Claudio the mortality of severe septic syndromes remains high,
Monteiro Sousa )

The term Sepsis refers to a complex clinical syndrome
observed in patients who exhibit a systemic inflammatory
response syndrome (SIRS) along with an infection [1]. It
may progress to a severe sepsis if acute organ dysfunction




2 MATERIALS AND METHODS

reaching in some settings 50% for septic shock [2, 4, 5].
The incidence of septic syndromes increased during the
last decade [6, 7, 8, 9] , which implies a considerable bur-
den for health-care systems. As recently evidenced by the
National Center for Health Statistics, septic syndromes
were, with an estimated annual cost of 1.8 billion dollars,
the most expensive reason for hospitalization in the United
States in 2011 [10].

Despite extensive research, no specific treatment ex-
ists for septic syndromes. One of the most recent cases
of failure was AstraZeneca’s AZD9773 [11], a polyclonal
antibody against the major inflammatory mediator TNF-
«, whose development was stopped in August 2012, while
still in phase II. The withdrawal of activated protein C
(Xigris) from the market, in October 2011, constitutes an-
other example of failure in this field [12].

In light of the complexity of the underlying mecha-
nisms and taking into account the high number of entities
and mediators involved during a SIRS, we believe that a
systems biology approach could be an alternative for ana-
lyzing the innate immune system responses during septic
syndromes. Based on the assumption that most severe sep-
sis cases ultimately stem from the loss of natural control
over the initial inflammatory response, we employed bioin-
formatics in order to pinpoint the mechanisms potentially
involved in the loss of such control.

Several studies have been published in the last few
years in which microarray-based techniques are used to ob-
tain genome-wide transcription snapshots of the immune
function in several clinical setups related to SIRS and sep-
sis [13]. Among those, the highly cited 2005 Calvano’s
study [14] continues to be considered seminal work, for it
was the first to focus on the resolution of an artificially
induced SIRS in healthy individuals. Also based on mi-
croarray experiments, Sutherland et al. [15] conducted a
multi-centre and prospective clinical trial in order to es-
tablish a novel molecular biomarker diagnostic test for the
early detection of sepsis.

To our knowledge, no transcriptomic comparative study
exists between healthy individuals, in whom a SIRS is
rapidly controlled, and septic patients, in whom such con-
trol has been lost. Based on previously published gene ex-
pression raw datasets, we compared the pathological to the
non-pathological cases, through the analysis of the most
relevant biochemical mechanisms involved.

2. Materials and methods

Datasets. The number of original articles based on mi-
croarray experiments published yearly passed from a cou-
ple of hundreds in the year 2000 to more than five thou-
sand by the end of the decade. Notwithstanding the high
degree of heterogeneity that characterizes microarray ex-
periments, a systematic review of literature [13] and pub-
lic gene expression repositories (e.g., gene expression om-
nibus) enabled us to find two relevant datasets in order

to compare the pathological and the non-pathological sys-
temic inflammatory responses.

We used the openly shared raw datasets from both Cal-
vano’s et al. [14] and Sutherlands’s et al. [15] studies (data
accessible at NCBI GEO database [16] with the references
GSE3284 and GSE28750, respectively).

In the first study, the researchers analyzed the inflam-
matory response dynamically. Data from Calvano’s et al.
study originally comprises two subsets: the first one, ob-
tained in a group of 8 healthy volunteers was used by the
authors to conduct functional analyses; the second one,
obtained in an independent group of 6 healthy volunteers
was used for validation purposes. At a glance, the first
subset, composed of 8 healthy individuals, 18-t0-40 years
old, was divided into two groups to receive either intra-
venous LPS (i.e. lipopolysaccharide) or placebo. Blood
samples were collected at t=0 (i.e. just before the in-
jection), and at t=2, 4, 6, 9 and 24 hours. Leukocytes
were separated and a genome-wide transcriptomic analy-
sis was conducted onto oligonucleotide arrays (Affymetrix
Hul33A and Hul33B). The second subset was drawn from
the experience conducted in 6 healthy individuals, also di-
vided into two groups to recieve either intravenous LPS
or placebo. Blood samples were taken at t=0 hours (i.e.
just before the injection), then at t=2 hours and at t=6
hours. Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 chips
were used to get a genome-wide transcriptomic picture of
the biochemical processes induced by the LPS stimulus.

In Sutherland’s study [15], the main objective was to
identify biomarkers for the early detection of sepsis. For
that, the authors conducted a prospective study in four
intensive care units in Australia between 2007 and 2009.
Data from this study comprises three subsets: a sepsis
group (n=10), a post-surgery group (n=11) and finally a
control group (n=20). The main inclusion criteria for the
sepsis group were patients over 18 years, enrolled within
24 hours of admission, presenting clinical suspicion of sep-
sis as defined by the ACCP consensus/SCCM 1992 [1] and
whose infection had been confirmed a posteriori. The sec-
ond subset consists of patients recruited before a surgery
and that had developed a systemic inflammatory response
(not infectious) within the 24 hours following the interven-
tion. The last subset consisted in adults from the medical
staff of the hospital, without any concurrent illnesses at the
time of blood collection nor any past history of immuno-
logical dysfunction. Blood tests were performed for the
three subgroups, leukocytes were isolated and hybridiza-
tion was then performed using Affymetrix Human Genome
U133 Plus 2.0.

Microarray data pretreatment. Because we had to handle
data sets produced by different research groups, we started
from collected raw data sets and applied to them the same
standardized pretreatment procedures. Raw data expres-
sion files were loaded and analyzed with R (v3.1.1) and
Bioconductor [17]. The CEL files were imported into R
environment. Before any differential expression analysis,
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all raw datasets were preprocessed using both the affy li-
brary [18] and the liwong probe summary method [19].

Microarray data analysis. This part of the work was con-
ducted in two stages. The first phase was based on the
first subset of the database produced during Calvano’s et
al. study. We analyzed the kinetics of SIRS focusing on
the times during which major changes in gene expression
were observed. The aim was to confirm, as reported by
Calvano et al. that the main immune regulatory processes
occur between 0 and 2 hours and between 6 and 9 hours.
We used the maSigPro algorithm developped by Conesa
et al. [20] for the analysis of single and multi-series time
course microarray data. An ascending hierarchical clas-
sification was then applied and completed with a princi-
pal component analysis (unsupervised method) in order
to explore differential expression results, minimizing the
dimensionality of the data while preserving most of the
variation.

The second phase was based on the rest of subsets in-
cluded in this study. The second subset from Calvano’s
et al. study was used in order to compare LPS-injected
with placebo-injected healthy subjects gene expression val-
ues. Differential expression analysis was performed us-
ing LIMMA linear models with least squares regression
and empirical Bayes moderated t-statistics [21, 22]. P-
values were adjusted for multiple comparisons using the
Benjamini-Hochberg false discovery rate correction (FDR).
A corrected p-value of 0.001 was chosen as significance
level. Since a list of genes is hardly exploitable as such,
genes that were identified as significantly differentially ex-
pressed for each time point from the experimental data
were exported onto Ingenuity Pathway Analysis software
(IPA). This platform was selected for the high quality of
Ingenuity’s knowledge base and the efficient web-based
functional analysis tool that was provided. Specificity of
connections for each gene of interest was calculated, allow-
ing us to determine the corresponding expressed canon-
ical pathways. Pathways of higly interconnected genes
were identified by statistical likelihood. The same modus
operandi was scrupulously applied to the transcriptomic
database extracted from Sutherland’s et al. study. Inge-
nuity’s software was then employed to compare canonical
pathways differentially expressed between the patholog-
ical and the non-pathological systemic inflammatory re-
sponses.

3. Results and discussion

Kinetics of an induced systemic inflammatory response.
We started by conducting an exploratory analysis of the
kinetics of an induced SIRS based on the first subset of
the database extracted from Calvano’s et al. study.

For this, we realized a temporal analysis using the
maSigPro Bioconductor library. With a p-value fixed at
0.001 and a threshold error rate FDR fixed at 0.001, a
total of 4,601 probe sets were identified as differentially

expressed for the 6 time points, compared with the 5,093
initially found in the study conducted by Calvano et al.
[14]. Although the algorithms are very similar, in partic-
ular those used for normalization and standardization of
raw data, there is a fluctuation that can be explained by
the use of different software tools (Calvano and his col-
leagues used dChip).

As presented in Fig.1, the 4,601 probesets previously
identified as differentially expressed were displayed as a
heatmap graph in order to provide a trend of the kinet-
ics of inflammatory response induced by endotoxin injec-
tion. Each line in the graph corresponds to the level of
expression of a given probe set; each column represents
the results of an array. A color gradient was applied and
ranging from dark blue to yellow for under-expressed to
over-expressed genes.

Firstly, if we focus on the control group, we do not dis-
tinguish any fluctuation in the gene expression patterns
throughout the 24-hour interval. With regard to the LPS
group, three distinct phases can be observed. At t=0h,
that is to say, before the infusion of endotoxin, we can ob-
serve that the expression of genes is comparable to that of
the 24-hour interval in the control group. Between t=2h
and t=9h, we can observe a complete change of gene ex-
pression patterns. Finally, between t=9h and t=24 hours,
the level of regulation of genes gets back into a quasi-
steady state as observed at t=0h. This graph highlights
two interesting phenomena which are a first and rather
rapid activation of the immune system during an inflam-
matory reaction (before t=2 hours) and the regulation
of such inflammatory reaction which takes place between
t=2h and t=9h after the first contact with an antigen.

As confirmation, a principal components analysis was
carried out and presented in Fig. 2. As previously ob-
served, three groups appeared. The first group consists
of all microarrays from the control group (represented by
hollow dots). Also included in this first group are all mi-
croarrays corresponding to time t=0h and t=24h from the
LPS group (solid dots, black and purple respectively). The
second group consists in microarrays corresponding to time
t=2h. Finally, the last group consists in gene expression
data for times t=4h, t=6h and t=9h. This second analysis
confirms the previous observations, but also demonstrates
that at t=2h, expression of genes was significantly different
from t=4h and t=9h.

In order to study more closely what happened between
t=4h and t=9h in the LPS-infusion group, maSigPro li-
brary was used on the previous dataset to group genes
according to their expression level (agglomerative hierar-
chical clustering based on Ward’s method and using cor-
relation distance). It allowed us to analyse the average
level of expression of genes in clusters over time (Fig. 3).
The graph shows the average gene expression by clusters
as a function of time. First we can observe that the red
curve (corresponding to control group) remains relatively
stable over time, while the green curve (corresponding to
the endotoxin infused group) undergoes significant fluctu-
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——
2h  4h 6h  9h_24h Dh 2h 4h 6h 9h 24h

Probesets

Figure 1: Heatmap graph and hierarchical clustering of significant probesets that were differentially expressed following endotoxin (or saline
solution) infusion. The heatmap cell color ranges from blue, i.e. down-regulated, to yellow, i.e. up-regulated, according to the probeset
expression level (normalized by Z-score). Columns represent arrays with time points indicated in hours before (Oh) and after infusion (2h,
4h, 6h, 9h, 24h); rows represent probe sets.
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Figure 2: Principal component analysis of the kinetics of an inflammatory response induced by LPS infusion. Hollow dots represent expression
data of control group, solid dots represent expression of LPS group. A different color is given for each time points, black: t=0h, green: t=2h,

blue: t=4h, red: t=6h, gray: t=9h, purple: t=24h.

ations. Two phases can be distinguished as a function of
these fluctuations. A first intense phase occurs between
t=0h and t=2h, and then it goes slightly up until t=4h.
A reverse phase then begins between 4-6 hours up to 24
hours.

Gene expression during an induced and controlled SIRS,
an observed post-chirurgical SIRS and a diagnosed sepsis.
The second part of this study is structured around the
results obtained with the Limma package for the four ob-
servational conditions: SIRS 2 hours and 6 hours after the
injection of lipopolysaccharide, spontaneous SIRS after a
surgery and Sepsis. For the first conditions, at t=2h af-
ter endotoxin infusion, 3,099 probe sets were significantly
identified, corresponding to 2,745 genes. For the second
conditions, 6 hours after the endotoxin injection, 7,779
probe sets were identified corresponding to 6,666 genes.
Finally, for the last conditions, 4,436 genes (5,302 probe
sets) on the one hand and 5,033 genes (5,965 probe sets) on
the other hand were identified as differentially expressed
in the cases of post-surgical SIRS and septic SIRS respec-
tively. By contrast with the previous part, this analysis
was focused on the identification of genes differently ex-
pressed according to the context of an induced SIRS by
administration of a low dose of LPS. Detailed results of
microarray experiment analysis were presented in supple-
mental file Appendix S1.

Functional analysis and comparison between the pathologic
and the non-pathologic cases. The purpose of this study
was to identify any regulatory mechanisms of the inflam-
matory response behaving in a different way during a sep-
sis. We therefore carried out a functional analysis with the
use of Ingenuity Pathway Analysis (IPA). The first two sets
of Limma exported data are those concerning the expres-
sion of genes two hours and six hours after the injection of
endotoxin.

As a first step, we were interested in transcription reg-
ulators. Those that were identified as playing a significant
role (Fisher’s exact test, p-value threshold 0.05), are ref-
erenced in Table 1.

As regards to the SIRS induced group, the regulators
of transcription significantly expressed at two hours after
LPS infusion were RELA, STAT3 and HMGB2 while those
that were expressed at t=6 hours are SATB1, EP300 and
FOXP3. RELA and STAT3 are two transcription regula-
tors with a central role for an effective host defense with-
out excessive inflammatory response [23] while HMGB2
plays a central role in nucleic acid-mediated TLR responses
[24, 25]. At six hours following endotoxin injection, RELA
gives way to STATB1 which is known to be involved in
the regulation of the differentiation of naive T cells [26].
EP300 and FOXP3 are involved in the regulation of au-
toimmunity [27]. Regarding the post-chirurgical and sepsis
groups, significantly expressed regulators of transcription
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Figure 3: Representation of gene expression profiles by cluster for each experimental group (control group in red and SIRS group in green).
Average gene expression profiles are presented according to time points: t=0h, t=2h, t=4h, t=6h, t=9h and t=24h. Cluster analysis was
based on Ward’s method (correlation distance) with a hierarchical classification.

are SATB1, NFATC2, TCFL5, USF1 and EGR1 on the
one hand, and SATB1, FOXP3, TAL1, NFATC2 on the
other hand. It should be noted that NFATC2 was sig-
nificantly expressed in post-chirurgical and sepsis groups,
which is a calcium-dependent transcription factor impli-
cated in the activation of diverse cell types of immune
system [28].

Using Ingenuity Pathway Analysis (IPA), we identified
canonical pathways involved in the inflammatory response
processes. We first analyzed gene expression tables dur-
ing an induced and controlled SIRS and we identified 18
canonical pathways at t=2 hours after endotoxin infusion
and 15 canonical pathways at t=6 hours (Table 2).

This process was repeated both for the post-chirurgical
SIRS and the diagnosed sepsis gene expression tables. Thus,
19 canonical pathways have been identified for sepsis and
20 pathways for post-surgical SIRS cases (Table 3).

Among all the identified pathways, 9 are shared by all
the conditions. Three of these are related to the regu-
lation of apoptosis of immune cells during an inflamma-
tory response (Calcium-induced T Lymphocyte Apopto-
sis, Cytotoxic T Lymphocyte-mediated Apoptosis, Nur77
signaling). The other six pathways (iCOS-iCOSL signal-
ing, CD28 signaling, B Cell development, CTLA4 signal-
ing, T Helper Cell differentiation, PCK# signaling) are in-
volved in the regulation of the activity and proliferation
processes of immune cells. Focusing on the regulation of
the inflammatory response and considering the differently
expressed canonical pathways between non-pathologic and

the pathologic cases, two canonical pathways drew our
attention: the eIF4/p70S6K regulatory pathway and the
mTOR signaling pathway. Despite the fact that they are
presented separately, elF4 and p70S6K are both down-
stream components of mTOR signaling pathway. Partic-
ularly studied over the last decade because of his involve-
ment in the regulation of the immune response [29, 30, 31],
mTOR signaling pathway was detected at t=6h after LPS
infusion as well as the eIF4/p70S6K canonical pathway,
that was also identified for post-chirurgical SIRS subjects.
Although those pathways were not identified at t=2h af-
ter endotoxin stimulation and namely during a prevail-
ing acute pro-inflammatory response, the regulatory role
played by the mTOR signaling pathway during a systemic
inflammatory response certainly commands further inves-
tigation.

4. Conclusion

Assuming that severe septic cases are partially caused
by a loss of control in the inflammatory response, we de-
cided to investigate and compare the physiologic mecha-
nisms involved in the regulation of inflammation between
pathological and non-pathological.

The dynamic analysis of an induced systemic inflam-
matory response led us to reach similar conclusions from
what was established by Calvano et al. in their seminal
work. From a transcriptomic point of view, the systemic
inflammatory response goes through two stages, one is
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predominantly pro-inflammatory and occurs around two
hours after endotoxin infusion and the other one is pre-
dominantly anti-inflammatory and occurs around six hours
after the first contact with LPS.

Many mechanisms are common between the pathologi-
cal and the non-pathological cases. There are nevertheless
some differences in the processes involved in the regula-
tion of the inflammatory response as it could be observed
for the mTOR signaling pathway. The results obtained
following the functional analysis are consistent with what
has been recently observed in the field of inflammation and
its regulation [32, 33, 34].

Although it cannot be established with certainty, ow-
ing to the limited number of patients included in Cal-
vano’s study and the disparate blood collection conditions
between the two included transcriptomic databases, the
detection of a different activity of the mTOR signaling
pathway during the inflammation regulatory stages in non-
pathological subjects in contrast to what was observed in
the pathological cases could represent an interesting av-
enue to explore.

While encouraging, these results need to be confirmed
by time series experiments including a significant number
of ICU septic patients and in controlled blood collection
conditions.
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CHAPITRE 2. PARTIEI: ANALYSE TRANSCRIPTOMIQUE

2.4 Conclusion

Dans cette étude, nous sommes partis de I'hypothese que les états septiques graves
découlaient d'une perte de contrdle précoce dans la régulation de la réponse inflam-
matoire. Nous avons ainsi décidé de comparer transcriptomiquement les mécanismes
mis en jeu lors d"une réaction inflammatoire systémique controlée a ceux observés lors
d’un sepsis. Pour cela, nous avons appliqué des méthodes de traitement et d’analyse
de données identiques sur deux bases de données issues de deux études différentes,
mais avec un protocole de collecte des données le plus proche possible.

La premiere partie de cette étude a consisté en 1’analyse de la dynamique de la
résolution d’une réponse inflammatoire systémique induite chez de sujets sains. Les
résultats obtenus, concordants avec ceux obtenus par Calvano et al. [46] en 2005,
permettent d’observer deux phases tres distinctes d'un point de vue transcriptomique.
Tout d’abord un premiére phase, tres majoritairement pro-inflammatoire, apparait
2 heures apres 1'injection d’endotoxine. S’en suit une seconde phase, cette fois ci
majoritairement anti-inflammatoire, qui dure jusqu’a la résolution de cet épisode
inflammatoire.

En nous servant ensuite des bases de données issues des études de Calvano et al.
[46] et de Sutherland et al. [51], nous avons utilisé la librairie Limma du logiciel ® pour
identifier les genes différemment exprimés chez des patients sains ot un SIRS a été
induit, et chez des patients souffrant de syndromes septiques. A ’aide du web-logiciel
IPA, nous avons réalisé une analyse fonctionnelle de ces génes, ce qui nous a permis
d’identifier la voie de signalisation mTOR comme potentiellement impliquée dans la
perte de contrdle dans la réaction inflammatoire observée dans un cas de sepsis.

Ces résultats sont néanmoins a prendre avec précaution compte tenu du faible
nombre de patients inclus, en particulier dans I'étude menée par I'équipe de Calvano.
De plus, et bien que la base de données de IPA soit tres importante, celle-ci ne dispose
pas d’informations illimitées sur tous les mécanismes biologiques. A défaut d’étre
utilisés tels quels, ces résultats pourraient néanmoins étre confirmés par une étude
temporelle complémentaire de grande envergure menée en services de réanimation
sur des patients atteints de sepsis. Une telle étude fournirait des informations précises
sur la cinétique des mécanismes mis en jeu lors d"un sepsis.
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pathologiques de syndromes septiques et les cas non pathologiques nous a

conduit a explorer son role dans la régulation de la réponse inflammatoire.
Nous avons dans un premier temps procédé a une revue de la littérature concernant la
voie intracellulaire TLR4 et sa régulation par le complexe mTOR. L’objectif principal
de cette revue étant le recueil des connaissances nécessaires aux étapes ultérieures de
modélisation de ces deux voies.

L ‘identification de 'état du pathway mTOR comme discriminant entre les cas

Le focus a été fait sur la voie TLR4 en raison de son implication dans la reconnais-
sance de motifs moléculaires tels que les lipopolysaccharides des bactéries a Gram
négatif. Il s’agit des mémes motifs injectés a des sujets sains par Calvano et al. [46]
pour induire une réponse inflammatoire systémique. De plus, les bactéries & Gram
négatif sont a elles seules a 1’origine de plus d"un tiers des syndromes septiques [17].

Cette revue de la littérature prend la forme d’"un modele de connaissances, qui se
défini comme 1’association d'un modele discursif et du modele graphique complé-
mentaire. Le modéle discursif est la description textuelle de la voie de signalisation,
des entités qui la composent, ansi que les relations faisant le lien entre ces entités. Le
modele graphique est 'ensemble des graphes qui permettent d’expliciter les relations
causales et/ou temporelles entre les différentes entités de la voie de signalisation. Les
graphes de cette partie ont été réalisés avec 1'aide d"une ontologie graphique qui a été
créée dans le cadre de ce travail de these (annexe A) et du logiciel yED 1 (v.3.15.0.2).

1. https://www.yworks.com/
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3.1 Introduction

L’activation des TLRs est suivie par l'initiation de plusieurs cascades de trans-
duction du signal, conduisant a I’expression des génes impliqués dans les réponses
immunitaires innées et a la libération de nombreux médiateurs chimiques de la réponse
inflammatoire [62].

Une fois activés, les récepteurs de type TLR recrutent des combinaisons différentes
de protéines intracellulaires en fonction du ligand fixé. On dénombre aujourd’hui
quatre molécules adaptatrices pour les récepteurs TLR : MyD88 (pour Myeloid diffe-
renciation primary response gene 88), TIRAP (pour TIR-associated protein), TRIF (pour
TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-B) et TRAM (pour TRIF related
adaptor molecule).

Le recrutement spécifique de certaines de ces molécules adaptatrices offre aux cel-
lules immunitaires la possibilité d’adapter leur réponse face a un pathogene rencontré
[63]. La liaison d’endotoxines au récepteur TLR4 provoque son homodimérisation et
active les domaines intracytosolosiques des deux chaines du récepteur qui recrutent
des protéines intracellulaires, ce qui conduit a une réponse inflammatoire [64, 65].

Comme on peut le voir dans la figure 3.1, I'induction d’une réponse au LPS se
fait via I’action combinée de trois protéines : la LPS-binding protein (LBP), le cluster of
differenciation 14 (CD14) et la myeloid differentiation protein 2 (MD2) [66].

Milieu extracellulaire

I
TLR4 i TLR4:MD2 | TLR4 | TLR4
1
I 1

———

I

,,,,,,,,,,, Membrane plasmique
(CPAs)

Figure 3.1 — Activation du récepteur TLR4 par du LPS. L'ontologie graphique utilisée pour la création
de ce graphe est présentée en annexe A.1.

Dans un premier temps, LBP va interagir avec les membranes bactériennes (com-
posées d’éléments riches en endotoxines) et entrainer I’extraction puis le transfert de
monomeres vers CD14. CD14 transfére ensuite les monomeres de LPS vers 1'hétérodi-
mere MD2 :TLR4 [67, 68]. L’action conjuguant le transfert de LPS de CD14 vers MD2
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et ’association de MD2 au récepteur TLR4 est requise pour activer le récepteur TLR4
et la transduction du signal correspondante [69].

La voie de signalisation TLR4 est historiquement divisée en deux sous-voies en
fonction du recrutement au niveau du récepteur membranaire de la protéine intracel-
lulaire MyD88 (pour myeloid differentiation primary response gene 88) [70]. Lorsque la
protéine adaptatrice MyD88 est recrutée, on parle de I’activation de la voie MyD88
dépendante. Autrement, il s’agit de la voie MyD88 indépendante.

L’activation de la voie MyD88 dépendante est suivie d’une augmentation rapide
des niveaux intracellulaires du facteur de transcription NF-xB dans sa forme activée,
de la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa (pour tumor
necrosis factor ) ou I'IL-18 (pour interleukin 1) ainsi que des chimiokines comme la
MCP-1 (pour monocyte chemoattractant protein 1) ou IL-8 [71, 72].

L’activation de la voie MyD88 indépendante conduit a une augmentation rapide
de la teneur des cellules en IRF3 (pour interferon requlatory factor 3), un facteur de
transcription responsable de la production par les cellules du systéeme immunitaire
d’interférons de type I tels que I'I[EN-B (pour interferon p).

3.2 Voie Myd88-indépendante

Comme présenté dans la figure 3.2, la voie de signalisation MyD88-indépendante,
connue également sous le nom de TRIF-dépendante (pour TIR-domain-containing
adapter-inducing interferon-p3), nécessite 1’action conjointe des deux protéines adapta-
trices TRIF et TRAM (pour translocating chain-associated membrane protein) pour induire
notamment la production d’interférons de type I [73].

Grace a son domaine TIR (pour Toll/interleukin-1 receptor) et suite a I'internalisation
du récepteur TLR4 via l’action de CD14, TRAM joue un role d’entremetteur entre le
récepteur TLR4 activé et 'adaptateur TRIF [74, 75]. La fixation de TRIF signe le départ
de la réponse MyD88-indépendante.

Ces deux adaptateurs vont favoriser le recrutement de TRAF3 (pour TNF Receptor-
Associated Factor 3) au niveau du complexe de signalisation de 'endosome. TRAF3
va ensuite assembler, via son domaine E3 ligase, des chaines de polyubiquitines en
K63 afin de former une plateforme nécessaire au recrutement des kinases de type IKK
(pour IxB kinase)[76, 77].

Ceci va promouvoir les activations successives de TBK1 (pour TANK-binding kinase
1) et de IxB kinase-€ (IKKe) [78], qui vont induire la phosphorylation et la dimérisation
de IRF3 (pour interferon requlatory factor 3) et de IRF7 [79]. Une fois phosphorylés, ces
deux facteurs de transcription vont pouvoir migrer jusqu’au noyau pour se fixer sur
I'ISRE (pour interferon sensitive response element) et induire la transcription d'un nombre
important de genes, dont ceux codant pour I'IFN-« et de I'IFN-f (figure 3.3).
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/'

TLR4

Membrane plasmique
(CPAs) \/
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Milieu intracellulaire
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Figure 3.2 — Activation de la voie de signalisation MyD88-indépendante suite a I’endocytose du
récepteur TLR4. L’ontologie graphique utilisée pour la création de ce graphe est présentée en annexe
Al

3.2.1 Interférons (IFN) de type I

Une fois sécrétés par les cellules compétentes, les interférons de type I agissent
comme la plupart des cytokines; de facon autocrine (lorsqu’un messager chimique
agit, a travers des récepteurs de la membrane cellulaire, sur la cellule méme qui l'a
synthétisé) et paracrine (production de messagers chimiques qui agissent dans le
voisinage de la cellule qui les a synthétisés) [80]. Dans les deux cas, les interférons de
type I vont se fixer sur les récepteurs interféron de type I, induisant leur activation et
la transduction du signal intracellulaire correspondant.

Le récepteur IFN de type I se compose de deux sous-unités : IFNAR1 et IFNAR2
(Figure 3.4) [81]. Chacune de ces sous-unités interagit avec un membre de la famille
des JAK (pour Janus Activated Kinase). Les sous-unités IFNAR1 et IFNAR?2 sont consti-
tutivement associées avec TYK2 (pour Tyrosine Kinase-2) et JAK1, respectivement
[82].

La fixation d"un interféron de type I sur son récepteur conduit a une rapide auto-
phosphorylation et activation des protéines JAKs. A leur tour, les protéines activées
TYK2 et JAK1 provoquent l’activation par phosphorylation des protéines STATs (pour
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Milieu intracellulaire

Endosome

\.!
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- N
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Figure 3.3 — Suite de la transduction du signal de la voie de signalisation MyD88-independante.
L’ontologie graphique utilisée pour la création de ce graphe est présentée en annexe A.1.
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Milieu extracellulaire

IFNAR1 | IFNAR2
IFNAR IFNAR IFNAR

Membrane plasmique ™=
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. y
) 1{ JAKL { TYK2 I JAKL }»7

Figure 3.4 — Voie paracrine de l'interféron IFN-B. L'ontologie graphique utilisée pour la création de ce
graphe est présentée en annexe A.1.

signal transducers and activators of transcription). Cette phosphorylation des STATs en-
traine leur dimérisation et leur entrée dans le noyau ou elles vont jouer un role de
facteur de transcription sur des sites promoteurs des ISGs (pour IFN-stimulated genes).
Cela induit la production d’autres protéines STATs ainsi que des protéines SOCS (pour
suppressor of cytokine signaling proteins) [83-85].

3.3 Voie Myd88-dépendante

Comme énoncé précédemment, la voie TLR4 est communément divisée en deux
parties distinctes, en fonction de la molécule adaptatrice recrutée au niveau du récep-
teur. Nous allons traiter dans ce paragraphe de la transduction du signal faisant suite
a la fixation de MyD88 sur le récepteur TLR4 activé.

Comme on peut le voir dans la figure 3.5, la molécule adaptatrice TIRAP est essen-
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Milieu extracellulaire
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[ MyD88 MyD88 MyD88 ]

[ MyD88 MyD88 MyD88 ]

Figure 3.5 — Initiation de la voie MyD88-dépendante suite & I'activation du récepteur TLR4. L'ontologie
graphique utilisée pour la création de ce graphe est présentée en annexe A.1.

tielle dans 'activation de la voie MyD88 dépendante. Les domaines intracellulaires
TIR du récepteur TLR4 s’associent avec TIRAP du c6té cytoplasmique de la membrane
plasmatique, conduisant a sa phosphorylation par BTK (pour Bruton’s tyrosine kinase)
[86, 87].

BTK est une tyrosine kinase capable de s’associer avec le domaine TIR de TLR4.
Cela lui permet d’interagir avec certaines des molécules impliquées dans la transduc-
tion du signal des voies TLRs, incluant MyD88 et TIRAP [88, 89, 89].

La phosphorylation de TIRAP via BTK favorise la fixation de MyD88 au niveau du
récepteur, provoquant la formation d’un myddosome (plate-forme oligomérique favo-
risant la transduction du signal). La création de cette plate-forme permet le recrutement
et I'activation par autophosphorylation de IRAK4 (pour interleukin-1 receptor-associated
kinase 4, figure 3.6) [90-92].

Milieu extracellulaire

TLR4 ‘ Q Q ‘ TLR4

[ TIRAP ] [ TIRAP ] [ TIRAP ] [ TIRAP ]
myddosome| myddosome| myddosome| myddosome|

MyD88 MyD88 MyD88 MyD88 MyD88 MyD88 MyD88 MyD88

[ MyD88. I MyD88 I MyD88 ] [ MyD88 I MyD88 I MyD88 ] [ MyD88 I MyD88 I MyD88 ] [ MyD88 I MyD88 I MyD88. ]

[ MyD88 I MyD88 I MyD88 ] [ MyD88 I MyD88 I MyD88 ] [ MyD88 I MyD88 I MyD88 ] [ MyD88 I MyD88 I MyD88 ]

Membrane plasmique
(CPAs)

IRAK4 IRAK4

IRAK2 /IRAKL

IRAK2/IRAK1

IRAK2/1:TRAF6

Figure 3.6 — Activation de TRAF6 via la voie MyD88-dépendante. L'ontologie graphique utilisée pour
la création de ce graphe est présentée en annexe A.1.
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I est important de noter que IRAK4 posséde un domaine DD (pour death domain)
en N-terminal qui lui permet d’interagir avec MyD88 d"une part, et de s’associer avec
d’autres molécules de la famille IRAK telles que IRAK1 et IRAK2 d’autre part [91, 93].

IRAK1 et IRAK2 sont ainsi recrutées au niveau du complexe du récepteur TLR4
[91] et phosphorylés par IRAK4 [94].

Une fois phosphorylées, IRAK1 et IRAK2 permettent la fixation de TRAF6 (pour
TNF receptor associated factor 6) [95]. Cela va entrainer une dissociation du complexe
nouvellement formé de celui du récepteur (figure 3.6) [96, 97].

TRAF6 possede une activité ubiquitine ligase E3 permettant son auto-ubiquitination
[98]. TRAF6 va ensuite activer le complexe TAK1 (pour transforming growth factor
beta-activated kinase 1) [99] en s’associant avec les sous-unités TAB2 et TAB3 (pour
TAK1-binding proteins, figure 3.7) [100-102].

Une fois activé, le complexe TAK1 joue un role central dans l'activation et la
libération des facteurs de transcription AP-1 (pour Activator Protein-1) et NFxB. Ce
complexe permet I’activation des p38 MAPK (pour p38 Mitogen-Activated Protein Kinase)
et des JNKs (pour c-Jun Kinases) d’une part, et 'activation du complexe IKK d’autre
part [103].

L’activation des JNKs et des p38 MAPK par TAK1 va conduire a la libération du
facteur c-Jun. TAK1 va dans un premier temps permettre la phosphorylation de MKK4
(pour MAPK kinase 4) et de MKKY7 (pour MAPK kinase 7) [104, 105]. Une fois activés,
les JNKs vont a leur tour phosphoryler un nombre important de substrats, incluant
c-Jun [106] qui va pouvoir migrer jusqu’au noyau et former, en se fixant a c-Fos, le
facteur de transcription AP-1.

Comme pour les JNKs, TAK1 va permettre l'activation des p38 MAPK entrainant
la phosphorylation de MKK3 (pour MAPK kinase 3) et de MKK6 (pour MAPK kinase 6).
Les p38 MAPK vont ensuite induire la phosphorylation et la libération de c-Jun [106].

TAKT1 est également impliqué dans 'activation et la libération du facteur de trans-
cription NFxB via I’activation du complexe IKK [101, 107].

Chez I'homme, le complexe IKK est connu comme le régulateur majeur de l’activa-
tion de NFxB. Il est composé de trois sous-unités qui sont NEMO (également appelée
IKK7), IKK« and IKKS [108, 109]. La phosphorylation par TAK1 de IKKp enclenche
l'activité kinase du complexe IKK, qui va phosphoryler IxBa et conduire a la libération
du facteur de transcription NFxB [108, 109]. IxBa peut étre considérée comme une
protéine inhibitrice qui séquestre NFxB dans le cytoplasme sous une forme inactive.

NFxB représente en réalité un groupe de facteurs de transcription jouant un role
central dans les réponses immunitaires et inflammatoires. On dénombre aujourd hui
cinq membres dans la famille des NF«B : p65 (également appelé RelA), RelB, c-Rel,
p50/p105 (également appelé NF-xB1) et p52/p100 (portant aussi le nom de NF-xB2).

Une fois phosphorylée, IxBa est dégradée dans le lysosome pendant que le facteur
de transcription NF«B, libéré, migre jusqu’au noyau oti, en association avec d’autres
facteurs de transcription comme AP-1, va induire la transcription et la traduction de
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Figure 3.7 — Suite de la transduction du signal de la voie MyD88-dépendante. L'ontologie graphique
utilisée pour la création de ce graphe est présentée en annexe A.1.
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cytokines pro-inflammatoires comme le TNF« et 1'TL-1p.

331 IL-1B

L’'interleukine 18 est l'une des cytokines pro-inflammatoires les plus étudiées et
les mieux connues. Elle est sécrétée par des macrophages, les cellules endothéliales,
les lymphocytes et les fibroblastes. IL-1 participe a I’activation d"un spectre large de
réponses immunitaires et inflammatoires [110]. L'IL-18 est produite sous la forme d'un
précurseur inactif (pro-IL-18) avant d’étre clivée par ICE (pour IL-1Beta converting
enzyme).

Une fois sécrétée par les cellules, la cytokine Il-18 peut induire une réponse cellu-
laire de fagon autocrine et/ou paracrine via le recepteur IL-1R1 (figure 3.8). La fixation
de la cytokine sur son récepteur est suivie par l'activation du facteur de transcription
NFxB via la voie MyD88-dépendante [111].

ILIR1 ILIR1

Membrane plasmique L ) ) ——
(CPAS) . j— } . . /ﬁ\ /—\
o - :

myddosome myddosome,

MyD88 MyD88 MyD88 MyD88

MyD88 MyD88 MyD88 ] [ MyD88 MyD88 MyD88 ]

[ woss | woss woss | [ myoss wyD8s wyss |

IRAK4

IRAK2/IRAK1

IRAK2/1:0ligoTRAF

Figure 3.8 — Voie paracrine de IL-18. L'ontologie graphique utilisée pour la création de ce graphe est
présentée en annexe A.1.

3.3.2 TNF«

TNFua fait également partie des principales cytokines pro-inflammatoires. Cette cy-
tokine agit aussi de fagon autocrine et paracrine en se fixant au domaine extracellulaire
du récepteur TNFR1 [112].
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La fixation de la cytokine TNFa provoque la libération de la protéine inhibitrice
SODD (pour silencer of death domains) qui va permettre I’activation du récepteur TNFR1
et ’oligomérisation de son domaine intracellulaire [111].

Une fois oligomérisé, le domaine intracellulaire de TNFR1 va pouvoir accueillir la
protéine adaptatrice TRADD (pour TNF receptor-associated death domain) [113], suivie
par TRAF2 (pour TNFR-associated factor 2) puis RIP-1 (pour receptor interacting protein-
1). RIP-1 va ensuite permettre de recruter et d’activer TAK1, qui va initier la voie
IKK jusqu’au facteur de transcription NFxB, et la transcription d’autres cytokines
pro-inflammatoires (figure 3.9).
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Figure 3.9 — Voie paracrine de TNFa. L'ontologie graphique utilisée pour la création de ce graphe est
présentée en annexe A.1.

3.4 Voie PI3K-AKT-mTOR

Le systéme immunitaire inné joue un role essentiel dans la reconnaissance et la
réponse a une présence étrangere microbienne, notamment via le récepteur TLR4
en ce qui concerne les bactéries a Gram négatif. Comme vu précédemment, la voie
TLR4 a longtemps été définie comme ’association des voies MyD88-dépendantes et
MyDB88-indépendantes [65].

Ces dernieres années, les recherches menées sur la voie de signalisation TLR4 ont
permis de déterminer que l’activation de ce récepteur conduit également a I'activation
de la voie PI3K (pour phosphoinositide 3-kinase) [114], connue pour son implication
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dans de nombreux aspects de la réponse cellulaire, dont la régulation de la réponse
pro-inflammatoire [115-124].

Conformément a ces précédentes études, Troutman et al. ont identifié BCAP (pour
B-cell adaptor for PI3K, portant également le nom de PIK3AP1) comme une potentielle
nouvelle protéine adaptatrice pour les récepteurs TLRs [125]. Le role joué par BCAP
en tant que protéine adaptatrice est présenté dans la figure 3.10.

&

TLR4. ——> TLR4

Milieu extracellulaire
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[ TIRAP ] [ TIRAP ]
myddosome|

MyD88 MyD88
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[ MyD88 I MyD88 I MyD88 ]

Figure 3.10 — Initiation de la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR suite a I’activation du récepteur
TLR4. L'ontologie graphique utilisée pour la création de ce graphe est présentée en annexe A.1.

Suite a l'activation du récepteur TLR4, son domaine intracellulaire change de
conformation et permet de recruter TIRAP, qui a son tour facilite la fixation et 1’oli-
gomérisation de MyD88. Le recrutement consécutif de BCAP au niveau du récepteur
permet la phosphorylation et I’activation de PI3K [116].

PI3K va ensuite pouvoir phosphoryler la partie D3 des phospho-inositols mem-
branaires conduisant a la formation de plusieurs composés dont le PI3,4-biphosphate
(PIP2) et le PI3,4,5 triphosphate (PIP3). L’accumulation de PIP3 va favoriser le recru-
tement de la protéine AKT au niveau de la membrane intracellulaire. AKT y sera
ensuite phosphorylée et activée par 1’action combinée de la sérine/thréonine kinase
PDK1 (pour phosphatidylinositol- 3-dependent kinase 1) et du complexe mTORC2 (pour
mammalian target of rapamycin complex 2) [126-128].

Une fois activé par double phosphorylation, AKT va a son tour phosphoryler
TSC2 (pour Tuberous Sclerosis Complex 2) et 'inhiber. TSC2 est un inhibiteur de la
voie canonique mTOR dont le role est de mesurer les niveaux de nutriments dans
'environnement cellulaire. A I’état basal, TSC2 forme un complexe avec une autre
protéine, TSC1. Ce complexe joue le role de GAP (pour GTPase activating protein)
de la protéine G, RHEB (pour RAS homolog enriched in brain). Cette protéine existe
sous deux formes : RHEB :GDP (forme inactive) et RHEB :GTP (forme active, liée a
GTP). En phosphorylant TSC2, AKT inactive le complexe TSC1/TSC2, ce qui permet a
RHEB :GTP de se retrouver en exces et d’activer mTORC1 (pour mammalian target of
rapamycin complex 1).
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Figure 3.11 — Suite de la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR. L’ontologie graphique utilisée pour
la création de ce graphe est présentée en annexe A.1.

Comme on peut le voir dans la figure 3.11, le complexe mTORC1 est ensuite en
mesure de phosphoryler et d’activer S6K1 (pour ribosomal protein S6 kinase B-1) [129-
131]. S6K1 va ensuite phosphoryler et inhiber GSK3, ce qui va permettre la libération
du facteur de transcription CREB (pour C-AMP response element-binding protein) qui
pourra migrer vers le noyau [129, 132-137].

AKT peut également phosphoryler et inactiver GSK3p (pour glycogen synthase
kinase 3 B) [138-143]. Son inactivation entraine également la libération de CREB [144],

53



CHAPITRE 3. PARTIE II : ETAT DE L’ART DE LA VOIE TLR4

qui peut migrer vers le noyau.

En raison de sa plus grande affinité, CREB va progressivement prendre la place
du facteur de transcription NF«xB aupres du co-activateur de transcription CBP (pour
CREB binding protein) [145]. L'augmentation de I’activité de CREB par rapport a NFxB
va induire une diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires, et une
augmentation de la production de cytokines anti-inflammatoires telles que IL-10 [145].

3.5 Rétro-contrdles négatifs

Les signaux pro-inflammatoires délivrés aux cellules immunitaires par le biais des
voies de signalisation liées aux récepteurs TLRs, BCR (récepteurs des cellules B), TCR
(récepteurs des cellules T) et les récepteurs de cytokines ont chacun leurs propres
systéemes de rétroaction négative [146-149]. Cette contrebalance est essentielle pour
assurer ’homéostasie d'une réponse immunitaire et éviter les effets déléteres d'une
réponse exacerbée, comme observé durant des syndromes septiques.

3.5.1 IL-10

L’interleukine 10 est sans doute la cytokine immunorégulatrice la mieux connue.
Celle-ci permet la modulation de l’activité d"un nombre important de cellules du
systéme immunitaire, incluant les cellules présentatrices d’antigenes (APCs) [150]. IL-
10 possede des propriétés anti-inflammatoires lui permettant de réprimer 1’expression
et la production des cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa, IL-1 ou IL-12 par
les monocytes et les cellules dendritiques [151].

Les récepteurs cellulaires de I'interleukine 10 (IL-10R) sont des complexes composés
de quatre sous-unités. Les deux premieres sous-unités vont permettre la liaison avec
I'interleukine 10 (IL-10R1), et les deux suivantes vont favoriser la transduction du
signal (IL-10R2).

Comme présenté dans la figure 3.12, la fixation de l'interleukine 10 sur son récep-
teur provoque la phosphorylation de deux kinases constitutivement reliées a IL-10R1
et IL-10R2 : JAK1 (pour janus kinase-1) et TYK2 (pour tyrosine kinase 2).

Une fois phosphorylées, ces deux kinases vont recruter STAT3 (pour signal trans-
ducer and activator of transcription 3) au niveau du récepteur. STAT3 est a son tour
phosphorylé, ce qui entraine son homodimérisation. Il migre alors vers le noyau pour
se fixer sur le SBE (pour STAT-binding elements) et promeut la transcription des genes
en réponse a IL-10 [152].

Parmi ces génes, on compte celui codant pour SOCS3 (pour suppressor of cytokine
signaling-3) qui fait partie d’une famille de protéines provoquant 1'inhibition de la voie
JAK/STAT-dependante [153, 154].
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Figure 3.12 — Voie paracrine de IL-10. L'ontologie graphique utilisée pour la création de ce graphe est
présentée en annexe A.1.

La capacité qu’ont les cytokines IL-10 & induire la synthese de SOCS3 par les
monocytes est corrélée avec leur habileté a inhiber la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que TNF« et IL-1p suite a une stimulation par LPS [155].

3.5.2 Les protéines SOCS

Les cytokines jouent un role essentiel dans le développement, la différenciation et
la promotion des fonctions des cellules du systéme immunitaire. Les cytokines, qui
incluent les interleukines et les interférons, ont toutes en commun leur mode d’action :
elles se fixent sur leurs récepteurs respectifs et conduisent a 1’activation de la voie de
signalisation intracellulaire JAK-STAT.

Comme leur nom I'indique, les SOCS (pour suppressor of cytokine signaling) sont une
famille de protéines inhibitrices des voies de signalisations liées aux cytokines [156—
159]. Elles sont sept au total (SOCS1-7) et partagent toutes une structure composée
d’un domaine SH2 et d"un module connu sous le nom de SOCS box.
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Les ligands des récepteurs TLRs, en particulier le LPS, sont de puissants inducteurs
des protéines SOCS1 et SOCS3 [160].

3.5.2.1 SOCS1

A la suite de I'activation des TLRs, SOCS] va intervenir dans plusieurs mécanismes
intracellulaires régulateurs de la production de cytokines. Des expérimentations sur
des souris incapables de produire la protéine SOCS1 ont permis de montrer une
augmentation de la sensibilité au LPS et une production exacerbée des cytokines
pro-inflammatoires TNFa et IL-12 [161, 162].

Un certain nombre de mécanismes ont été mis en avant pour expliquer I'implication
de SOCS1 dans la suppression de la production de cytokines. Il a été montré que SOCS1
se fixe a NF«B, ce qui conduit a son ubiquitination et sa destruction [163]. SOCS1 va
également se fixer a TIRAP, empéchant son interaction avec BTK, et bloquant par
conséquent la voie descendante menant jusqu’au facteur de transcription NF«xB [164].

3.5.2.2 SOCS3

SOCSS3 fait partie des protéines intracellulaires les plus produites par les macro-
phages suite a une stimulation par LPS. SOCS3 semble jouer un role clé dans la
régulation de la production de cytokines en inhibant I’activation de TRAF6 et TAK1
[160, 165].

3.5.3 Autres inhibiteurs de la voie TLR4

Les protéines SOCS ne sont pas les seules a étre impliquées dans la régulation de
la réponse inflammatoire. Nous en décrivons ici trois autres parmis les plus connues
dans la régulation de la production de médiateurs inflammatoires.

3.5.3.1 A20

A20 (également connue sous le nom de TNFAIP3 pour tumor necrosis factor, alpha-
induced protein 3) est une protéine intracellulaire jouant un role dans la régulation
de la réponse inflammatoire [166]. Son expression est fortement induite suite a une
stimulation par LPS ou par des cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa ou IL-1p.
Son role n’a pour l'instant pas été parfaitement identifié, mais on sait que cette protéine
perturbe les interactions entre les enzymes E2 et E3 et empéchant la polyubiquitination
de certaines autres protéines telles que TRAF6 et TRAF3. [167-169].

3.54 IRAK-M

IRAK-M (également connue sous le nom de IRAK3) est une enzyme de la famille
des IRAK dont I'expression est induite aprés une stimulation du récepteur TLR4
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par du LPS [170-172]. IRAK-M empéche la phosphorylation de IRAK4 au niveau du
récepteur, ce qui a pour résultat de bloquer la voie descendante passant par TRAF6, et
empéchant par conséquent la libération du facteur de transcription NF«xB [173, 174].

3.5.5 IxBs

Le role des protéines IxB est d’inhiber le facteur de transcription lorsque son
activation n’est pas nécessaire. Cette inhibition se produit via une interaction de type
protéine-protéine entre les membres de la famille IxB (IxBa et IxBb) et NFxB dans le
cytoplasme [175, 176].

Afin d’éviter une sur-activation de NFxB, et une production excessive de cytokines
pro-inflammatoires, il est important de noter que NF«B est lui méme un facteur de
transcription permettant I'induction rapide d’'IxBa et IxBb.
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CHAPITRE

PARTIE III : MODELISATION LOGIQUE DE LA VOIE TLR4

mécanismes opérant lors d"une réponse inflammatoire systémique. Les résultats
obtenus nous ont conduit a nous focaliser sur la voie de signalisation TLR4 et
sur sa régulation.

L es précédents chapitres ont permis de mettre en évidence la complexité des

Alors que la voie TLR4 ne représente qu'une infime partie des processus menant a
la genése de syndromes septiques graves, celle-ci apparait déja comme complexe a
étudier puisque contrdlée par de nombreux réseaux de régulation eux mémes com-
posés d’un nombre élevé d’entités biologiques. Toutes ces entités sont reliées par
différents types d’interactions moléculaires agissant sur plusieurs échelles spatiales et
temporelles.

Ces arguments expliquent la difficulté pour un cerveau humain a prendre en
compte 'ensemble des dimensions de ce processus et font de la modélisation numé-
rique un outil privilégié pour I'exploration des réseaux biologiques et la recherche de
nouvelles cibles thérapeutiques. La voie de signalisation TLR4 étant intracellulaire, il
est aujourd’hui difficile d’obtenir dans la littérature les connaissances quantitatives
nécessaires a la modélisation mécaniste de ce réseau biologique. Nous avons par
conséquent opté pour un formalisme et des méthodes de modélisation qualitative.

Dans cette derniere partie de thése, nous avons cherché a explorer, via des tech-
niques de modélisation logique, le comportement de la voie de signalisation TLR4
suite a une stimulation par LPS.

Dans un premier temps, nous avons repris une approche de modélisation logique,
développé un outil modélisation et de simulation pour permettre I’exploration in silico
de processus biologiques [177].

Nous avons ensuite réalisé un graphe logique de la voie TLR4 et de ses princi-
pales boucles de rétro-controle. Nous nous sommes basés pour cela sur le modele
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de connaissances présenté dans le chapitre précédent et sur 1’ontologie graphique
présentée en annexe A.1.

Enfin, nous avons utilisé I'outil de simulation et le graphe logique de la voie TLR4
pour explorer qualitativement le role joué par la voie mTOR dans la régulation d"une
réponse inflammatoire.

41 Introduction

Au cours des dernieres décennies, les disciplines des sciences de la vie telles que la
génétique, la biochimie ou la biologie moléculaire ont contribué a faire des progres
considérables dans la compréhension des mécanismes régissant le fonctionnement
du corps humain. L'expérimentation dans le domaine de la biologie a notamment
contribué a la caractérisation précise des composants des tissus, des cellules, des
protéines et des genes. L'essor de I'informatique a par la suite facilité 'acquisition et
l'interprétation des données "omiques", incluant les domaines de la génomique, de la
transcriptomique, de la protéomique et de la métabolomique.

Toutefois, I’accumulation des données et des connaissances nous confronte a 1’'im-
possibilité pour les approches traditionnelles de prendre en compte toute la complexité
d’un systéme biologique, puisque celles-ci ne permettent pas de considérer le systeme
dans son ensemble. Ce constat a donné naissance a la biologie systémique, qui peut
se définir comme 1’étude des interactions entre les composants d’un systéme biolo-
gique. Les processus biologiques sont controlés par des réseaux de régulations dont
la complexité est telle que le recours aux méthodes mathématiques et le développe-
ment d’outils informatiques s’averent aujourd’hui indispensables pour analyser leur
comportement dans son ensemble.

La modélisation en biologie systémique offre la possibilité aux scientifiques de
reproduire des phénomenes biologiques sous la forme de modeles formels. Leur
implémentation en modeles numériques permet 1'intégration d"une grande quantité
de connaissances qui peuvent ainsi étre manipulées et testées par simulation. Ces
expérimentations in silico sont moins cotiteuses en terme de temps et de ressources
que les expérimentations faites in vivo, mais ont néanmoins 1'inconvénient d’étre
dépendantes des connaissances disponibles dans la littérature.

Un grand nombre de méthodologies a vu le jour depuis la fin du vingtiéme siecle
pour analyser et comprendre les systemes biologiques. Ces méthodologies vont des
plus abstraites, comme les approches statistiques, visant a déterminer le comportement
des composants d"un systeme dans les grandes lignes, aux plus mécanistes, comme
l'utilisation de systemes d’équations différentielles afin de modéliser explicitement et
quantitativement des mécanismes biologiques.

Cependant, ces modeles formels nécessitent des connaissances détaillées trés rare-
ment accessibles, en particulier pour les phénomenes intracellulaires, tels que la voie
de signalisation TLR4 étudiée dans cette these. Il est alors possible de recourir a des
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approches qualitatives qui permettent de travailler avec des modeles mathématiques
plus simples tels que ceux utilisés en modélisation logique. Un nombre croissant
d’approches qualitatives ont été développées au cours des dernieres décennies en se
basant sur les réseaux booléens [178] et qui, comme leur nom l'indique, s’appuient sur
la logique booléenne [179].

Dans ce travail, nous sommes partis du formalisme des réseaux booléens [180, 181]
que nous avons adapté pour qu'il corresponde le mieux a nos besoins. Le principe de
base a par conséquent été gardé : les entités biologiques incluses dans le modéle sont
représentées par des variables, et les relations reliant ces entités sont modélisées en
utilisant des fonctions dépendantes, non pas du temps, mais des itérations.

Dans un premier temps, le choix de I'adaptation de ce formalisme s’est fait au
niveau des opérateurs de type booléens que nous avons choisi de remplacer par des
opérateurs de logique floue (pour fuzzy logic) [182], le but étant de pouvoir définir les
variables entre O et 1, et non pas par 0 ou par 1. Nous avons considéré que dans la
transduction d’un signal, en particulier dans le domaine de la biologie, les entités n’ont
que tres rarement un comportement binaire (soit inactives, soit actives). Un récepteur
membranaire, par exemple, peut étre plus ou moins activé en fonction de 'affinité de
son ligand.

Afin de modéliser au mieux le comportement des réseaux biologiques, nous avons
par la suite introduit les notions de réactivité et d’affaiblissement de la transmis-
sion du signal, intégrant la possibilité d"une quantification "qualitative" des réseaux
biologiques. L'intégration de la notion de réactivité peut s’expliquer par le fait que
certains processus, tels que la transcription et la traduction d’un gene, sont plus longs
que l'activation d’une protéine intracellulaire suite a sa phosphorylation. La notion
d’affaiblissement du signal peut se justifier en reprenant I'exemple du récepteur mem-
branaire, qui peut avoir plusieurs degrés d’activation en fonction de I’affinité du ligand
avec lequel il est relié.

4,2 Matériel et méthodes

Dans cette section, nous allons revenir sur les concepts de la modélisation logique.
Nous détaillerons ensuite la méthodologie qui a été développée dans le cadre des
travaux de 1’équipe de NovaDiscovery !, et qui a fait 'objet de la soumission d’un
article méthodologique [183]. Nous reviendrons ensuite sur son implémentation, et la
présentation de I'outil Logml. Enfin, nous définirons les étapes qui ont été nécessaires
a la création du modele logique de la voie TLR4, et les scénarios qui ont été utilisés
pour les étapes de simulation.

1. www.novadiscovery.com
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4.2.1 Introduction a la modélisation logique

Les biologistes utilisent différents types de réseaux pour représenter des phéno-
meénes observés, allant des réseaux de régulation aux réseaux de signalisation (ou
signalling pathways), en passant par les réseaux métaboliques et d’interaction pro-
téine/protéine. Tous ces réseaux ont en commun l'utilisation d’entités biologiques,
conceptualisées sous la forme de noeuds et dont les relations sont symbolisées par des
arétes. Les réseaux biologiques s’appuient sur la théorie des graphes pour définir les
systémes biologiques et leur typologie [184].

Un réseau se définit comme un graphe orienté G = (V,E) ot V ={vy,...,0, } est
un ensemble fini de 7 noeuds et ot E est un ensemble de fonctions booléennes qui
définit une topologie d’arétes. n est appelé la taille ou la dimension du réseau.

Dans la pratique, les noeuds représentent des entités et les arétes représentent les
relations binaires R C V2 les reliant : v; R v;. Sinous prenons 'exemple des réseaux
de régulation, un noeud représente un géne ou un stimulus biologique. Pour chaque
noeud v, est associée une valeur booléenne x(v) qui représente le niveau d’expression
du stimulus correspondant. Pour chaque gene, sa valeur x sera de 1 si celui-ci est
transcrit, et 0 dans le cas contraire.

4.2.1.1 Réseaux booléens

Dans la modélisation booléenne, il faut mettre de coté les notions de concentrations
et de réactions chimiques. Une entité est définie comme présente (vraie) ou absente
(fausse). Les équations différentielles employées dans des approches de modélisation
mécaniste sont remplacées par des fonctions de transition booléennes.

Les premiers travaux sur les réseaux booléens remontent aux années 1970 avec
Kauffman [185], Glass [186], Ostrander et al. [187] et Thomas [188].

Bien que n’utilisant pas une approche formelle, I'utilisation des réseaux booléens a
permis de prédire et d’expliquer un bon nombre de phénomenes biologiques observés
[189-192].

Un réseau booléen se définit comme un réseau ot les noeuds sont des variables
booléennes x; et o1 les arétes (x;,x;) définissent la fonction permettant la mise a jour
de ce noeud.

L'ensemble E, est un ensemble de fonctions booléennes, également appelées regles.
Chacune d’entre elles étant associée a un noeud tel que : E = { f,|v € V'} avec,

YoeV,f,: {0,1}" —{0,1}

(X1, %) = fo(x)

Chaque x; a une valeur b; € [[0,n]] définissant les entrées x;1,...,x;; . L'ensemble
de ces entrées définit la connectivité de x;. Dans le cas de figure o1 b; = 0, alors x; est
un parametre qui ne dépend pas d’autres variables.
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Le fonctionnement d’un réseau booléen se fait en temps discret. A chaque itération
k € [[ko,km]], 1a valeur x;(k) € {0,1} de chaque x; est actualisée par la valeur x;(k + 1)
en utilisant f; et les valeurs x;(k),...,x; . (k) des variables connectées. L'ensemble E
définit pour chaque noeud la valeur de la variable x(v) tel que :

Yo e V,x(v)kJrl = fv (x(Ui,l)k,--~/(x(Ui,b)k>

On définit I'état d'un réseau a un temps discret k par le vecteur (xll‘, .. .,xﬁ) des
niveaux d’activation a l'instant k.

On différencie deux types de réseaux booléens en fonction du schéma d’actua-
lisation des noeuds : si les valeurs des noeuds x; sont actualisées simultanément,
comme dans ce travail, on parle alors de réseau synchrone, autrement, il s’agit d'un
réseau asynchrone [193]. Le grand avantage des réseaux synchrones est qu’ils sont
déterministes, puisque a chaque itération k, x(k) n’a qu'un seul successeur qui est

x(k+1).

4.2.1.2 Définition des opérateurs de logique floue

La principale différence entre la logique booléenne et la logique floue vient du fait
que la premiere est discréte et définie sur [[0;1]] C IN, alors que la seconde est continue
et définie sur [0;1] C R.

La logique floue peut étre considérée comme une généralisation de la logique
booléenne puisque les opérateurs de logique floue se comportent comme les opérateurs
booléens sur [[0;1]] alors qu’ils sont définis sur [0;1].

Les opérateurs booléens AND, NOT, et OR deviennent alors le t-norm, le complement
et le s-norm respectivement. Ils sont définis de la fagon suivante :

t-norm: [0;1)>—[0;1]: (x,y) > t-norm(x,y)
complement: [0;1] —[0;1]: x — complement(x)
s-norm: [0;112—[0;1]: (x,y) — s-norm(x,y)

avec x,y € [0;1].

Il existe plusieurs formulations mathématiques pour exprimer t-norm, le complement
et s-norm, toutes respectant les lois de 1’algebre booléen [194] mais définies sur [0;1].

Par commodité, les opérateurs booléens et de logique floue seront tous deux
nommés AND, NOT et OR et sont définis algébriquement de la facon suivante :
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AND(x,y) = x-y
NOT(x) = 1—x
OR(xy) = 1-(1-x)(1-y)
= Xty—x-y

Cela permet, via l'utilisation des opérateurs de logique floue, d’avoir des variables
continues et dont les valeurs sont comprises entre [0;1]. Ces variables peuvent prendre
la valeur de 1 (vraies), O (fausses) et 'ensemble des autres valeurs de l'intervalle [0;1]
(plus ou moins vraies).

C’est une facon plus réaliste de modéliser la biologie puisqu’une entité, qu’il
s’agisse d'un récepteur membranaire ou une enzyme intracellulaire, est trés rarement
completement activée ou completement inhibée. L'utilisation d’opérateurs de logique
floue permet de prendre en compte tous les états d’activation intermédiaires.

4.2.2 Définition de 'approche

Comme énnoncé précédemment, les opérateurs booléens AND, OR et NOT ont
été remplacés par les opérateurs de logique floue t-norm, s-norm et complement.

Les états initiaux x;(ko) des x; appartenant a [0;1], la valeur des x; doit étre définie
sur [0;1] : x;(k) € [0;1], de telle maniere que la fonction f; soit définie entre [0;1]" et
[0;1] :

fi: [0;1]" = [0;1]: x — fi(x)

avec les valeurs de x et xg appartenant a [0;1]" : x(k),xo € [0;1]", f se retrouve définie
entre [0;1]" et elle-méme :

f:10;1)" = [0;1)": x— f(x)

Les autres fonctionnalités qui ont été ajoutées a la modélisation logique booléenne
classique concernent la transmission du signal via les arétes. Ces fonctionnalités sont
présentées séparées dans les paragraphes suivants.

4.2.2.1 Définition des arétes

Comme pour les noeuds, les états des arétes sont calculés. Par commodité, les
arétes seront notées ¢;; au lieu de (xi,xj). Une aréte ¢;; se définit comme un canal
transmettant un signal depuis sa source x; jusqu’a sa cible x;, ce qui lui permet de
calculer son état grace a la fonction f;.
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Concretement, ¢;; transmet la valeur xi(k) de x; a x;j, utilisée par f; pour calculer
xj(k +1). Cette étape est normalement faite de facon implicite dans les réseaux boo-
léens ot xj(k +1) = f;(...,xi(k),...). Cependant, dans ce travail, il a été nécessaire de
rendre cette étape explicite afin de moduler le signal transmis par les arétes. Ainsi,
fj n"accepte plus x;(k) en tant qu’argument, mais bien e;;(k). Puisque ¢;; transmet le

“3¢ est alors appliquée a

signal de x;(k), sa valeur e;;(k) est égale a x;(k). La fonction f; J

chaque ¢;; de la fagon suivante :

eii(k+ 1) = £ (xi(k), i (K))

I1 est important de noter que fiejdge prend en argument la valeur e;;(k) en plus de

x;(k). Ceci permet 1’ajout de la fonctionnalité de réactivité des arétes décrite plus bas.
fj prend donc en argument ¢;;(k) au lieu de x;(k). Par commodité, f; sera renommée
pour la suite en f].”"de :

xj(k+1) = f1°%(e(k))

avec e = (.. .,ei]-,...) I’'homologue de x = (...,x;,...), qui est le vecteur d’états des
arétes, avec sa valeur a I'itération k : e(k) = (..., e;i(k),...). Par conséquent, f devient

fnode _ (n_’finode’.n) .

x(k+1) = f%(e(k))

. ps ~ d
La fonction de transition des arétes f8¢ = (..., fi8¢

i ) est introduite de la fagon
suivante :

e(k+1) = 5 (x(k),e(k))

4.2.2.2 Réactivité des arétes

La réactivité des arétes est prise en compte via le parametre qualitatif p;; € [0;1] qui
est attribué a chaque ¢;;. p;; représente la portion du signal qui est transmise par ¢;;
pour chaque itération k. En résumé, il s’agit de la portion de la valeur de ¢;;(k) qui est
transmise a x;(k) :

eij(k+1) = (1 — pij) - eij(k) + pij - xi(k)

Plus le parametre p;; aura une valeur élevée, plus grande sera la portion de e;; (k)
transmise. Une aréte trés réactive aura une valeur associée pour le parametre p;; proche
de 1 alors qu’une aréte de faible réactivité aura un parametre associé p;; proche de 0.
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D’un point de vue biologique, la réactivité des arétes permet de prendre en compte
le fait que certaines fonctions biologiques sont plus lentes que d’autres. Par exemple,
une aréte décrivant un processus de transcription de gene aura un p;; associé plus
faible qu'une aréte décrivant une étape de phosphorylation d’une protéine par une
autre.

4.2.2.3 Atténuation des arétes

L'atténuation des arétes est prise en compte via le parametre qualitatif g;; € [0;1]
qui est attribué a chaque ¢;;. g;; peut étre considéré comme un coefficient k limitant le
signal transmis par e;;, et défini de la facon suivante :

ei]-(k + 1) = %] . Xi(k)

Plus le parametre g;; aura une valeur élevée, moins le signal x;(k) transmis par e;;
sera affaibli : une aréte dont le signal sera peu affaibli aura une valeur de parametre
qij proche de 1 alors qu’une aréte avec un parametre associé g;; proche de 0 aura un
signal transmis tres atténué.

D’un point de vue biologique, l'atténuation des arétes permet de transcrire le fait que
certaines interactions biologiques sont moins efficaces que d’autres. Si nous reprenons
I'exemple du récepteur membranaire, certains agonistes vont permettre de 1’activer
completement, et la valeur du parametre g;; associé sera alors de 1. Alors que dans le
cas d’agonistes partiels, I’activation de ce récepteur ne serait pas compléte. La valeur
du parametre g;; serait alors comprise entre 0 et 1.

4.2.2.4 Combinaison des deux parametres

La réactivité et ’atténuation des arétes sont calculés de la fagon suivante pour chaque
itération :

eij(k+1) = (1 —pij) - eij(k) + pij - qij - xi(k)

edge

Ce qui donne pour f; j

d
5 (xive) = (U= pi) i+ pij -0~

4.2.2.5 Définition des perturbations

Pour les besoins de simulations, certains noeuds x; peuvent étre soumis a des per-
turbations pendant un intervalle d’itérations k et avec une intensité donnée. L'objectif
pouvant étre, par exemple, de simuler l'injection d’un principe actif influant sur le
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niveau d’activation d’un ou de plusieurs noeuds du modeéle logique. Les perturbations
sont appliquées via le parametre pwd € [0,1], définissant I'intensité de la perturbation.
Ce parametre est associé a inty € [0:100] définissant l'intervalle d’itérations k pendant
lequel ces perturbations sont appliquées.

4.2.3 Implémentaion :1'outil Logml

L'outil Logml a été développé dans le cadre des travaux de cette thése et en collabo-
ration avec les membres de 1'équipe de Novadiscovery 2. L'objectif a été de se baser
sur la méthodologie présentée dans les paragraphes précédents pour mettre au point
une solution intégrée de calculs et de simulations pour les modéles logiques.

Cet outil de modélisation logique et de simulation, qui est publiquement disponible
sur GitHub? (distribué sous une licence MIT), a été pensé de maniére a pouvoir
prendre en entrée un modele logique graphique pour donner en sortie les résultats des
simulations correspondantes. Les avantages majeurs de cette approche sont d’éviter
I'insertion malencontreuse d’erreurs pendant les phases de traduction du graphe
logique en code, et de permettre 1’acces a cet outil a des biologistes n’ayant aucune
notion de programmation.

Dans un premier temps, un modele logique graphique doit étre réalisé via le logiciel
d’édition de graphes yED* et en se basant sur 'ontologie graphique qui est présentée
en Annexe A.1. Le graphe logique se crée a partir des connaissances extraites de la
littérature scientifique et/ou via l'utilisation de bases de connaissances de telles que
KEGG (figure 4.1) [195] ou Reactome [196]. Richement annoté, ce graphe se compose
de:

— l’ensemble des noeuds (entités biologiques)

— l’ensemble des relations logiques reliant ces noeuds (arétes)

— l’ensemble des valeurs initiales des noeuds

— l’ensemble des parametres d’arétes (p;; et g;;)

— l’ensemble des noeuds perturbés (définis grace au parametre pwd)

L’ensemble de ces annotations sont faites directement dans le graphe via 'uti-
lisation de l'outil yED. Les parametres p;j, q;;, pwd et x;(ko) sont qualitativement
quantifiés selon six niveaux d’activation. L'intervalle [0,1] ayant été divisé en six
niveaux d’activation pour chaque parametre (tableau 4.1).

Dans un second temps, le graphe logique est donné en entrée de 'outil Logml
qui va permettre son analyse syntaxique (parsing) via 1'utilisation de bibliotheques
JavaScript (plateforme Node]s ®). L’ensemble des informations intégrées dans le graphe
sont alors automatiquement extraites par ’outil et sont utilisées pour la génération
des équations logiques et du code Fortran 95 correspondant. La méthodologie décrite

www.novadiscovery.com
https://github.com/nodys/logml
https://www.yworks.com/
https://nodejs.org/en/

Ol PN
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Revue de la littérature Graphe logique

= e

Entités

Opérateurs logiques

Arétes (relations entre les entités)
Valeurs initiales (perturbations,
parameétres spécifiques aux
arétes, entités)

° Littérature scientifique (revues,
articles originaux, etc.)

° Bases de connaissances
(Reactome, Kegg, etc.)

Figure 4.1 — Processus de construction d'un graphe logique. La premiere étape consiste en une revue
de la littérature. La seconde étape consiste en la réalisation d'un graphe logique grace a 'outil yED et a
l'utilisation de 'ontologie graphique présentée en annexe A.1.

Valeur qualitative Valeur quantitative

du parametre xi(ko) puwd du parametre
5 maximum maximum instantané —maximum 1
4 élevé élevé tres rapide tres efficace 0.8
3 moyen moyen rapide efficace 0.6
2 bas bas lent affaibli 04
1 minimum minimum  tréslent  trés affaibli 0.2
0 nul nul nul nul 0

Tableau 4.1 — Définition des parametres qualitatifs utilisés lors de la création des graphes logiques et
de leurs valeurs quantitatives correspondantes.

dans les précédents paragraphes a également été implémentée sous forme de librairies
codées en Fortran 95.

Enfin, le code qui a été généré est compilé et exécuté. Les résultats des simulations
sont automatiquement générés dans un navigateur internet, ot1 un environnement
dynamique a été créé pour faciliter leur visualisation (figure 4.2).
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Modeéle logique

° Analyse syntaxique du graphe
logique

e  Géneration des équations
logiques et du modéle logique

° Utilisation des librairies pour
compiler et lancer le code

° Exécution du code
° Affichage des résultats dans une
interface dédiée

Figure 4.2 — Description du fonctionnement de I'outil Logml. Le graphe logique donné en entrée est
d’abord analysé syntaxiquement par I'outil, avant d’étre transformé en équations logiques, puis en code
exécutable. Les résultats sont ensuite affichés dans une interface dédiée.

4.2.4 Construction du modele logique de la voie TLR4

Dans le but d’explorer le comportement de la voie de signalisation TLR4 et de ses
principales boucles de rétro-contrdle, nous avons réalisé un graphe logique. Nous
nous sommes pour cela basés sur le modéle de connaissances présenté dans le cha-
pitre précédent ou chaque relation entre les entités de la voie de signalisation TLR4
ont été redéfinies en relations logiques via l'utilisation des opérateurs AND, OR et
NOT. Comme on peut le voir sur la figure 4.3, les parameétres p;; et gq;;, définissant
respectivement la réactivité et I'atténuation des arétes, ont été évalués sur la base des
connaissances intégrées dans le modele de connaissances.

Le graphe logique complet de la voie de signalisation TLR4 est présenté en Annexe
B.1. Celui-ci se compose de 61 noeuds et de 86 arétes.

Comme pour les parametres p;; et g;;, les valeurs initiales des noeuds x;(ko) ont
été déterminées sur la base des connaissances intégrées dans le modele de connais-
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Figure 4.3 — Exemple extrait du graphe logique de la voie TLR4 montrant l’activation du récepteur
TLR4 par le LPS.

sances. L'ensemble des valeurs initiales ainsi que les équations logiques générées sont
présentés en Annexe C.1 et D.1 respectivement.

4.2.5 Plan d’expérience in silico

Nous avons utilisé le graphe logique (annexe B.1) et I’outil Logml pour réaliser
des expérimentations in silico dans le but d’explorer le modeéle et les observations
biologiques identifiées dans la littérature. Trois scénarios ont ainsi été établis.

Dans un premier temps, nous avons étudié le comportement du modele suite a
différents types d’injections de LPS. Nous avons ainsi simulé l'injection de différentes
doses de LPS, en faisant évoluer non seulement la quantité de LPS administrée, mais
également la durée pendant laquelle cette dose a été administrée.

Nous avons ensuite cherché a étudier le comportement du modele suite a des doses
successives de LPS. L’objectif a été de vérifier si le modéle est capable de reproduire le
phénomene de tolérance a I’endotoxine tel qu’il est observé dans la littérature.

Enfin, nous avons cherché a comprendre le role joué par mTOR dans la régulation
de la réponse cellulaire apres un contact avec du LPS. Nous avons pour cela simulé
l"utilisation de Ramamycine, un inhibiteur connu du complexe mTOR.

Pour chacun des scénarios, nous nous sommes focalisés sur la balance de la produc-
tion des cytokines pro- et anti-inflammatoires. La réalisation de ces expérimentations
in silico a nécessité la création de noeuds spéciaux définissant des processus expéri-
mentaux tels que "Infusion de LPS", ou "Infusion de Rapamycine". Ces noeuds sont
alors perturbés en fonction du design du scénario. Comme on peut le voir sur la figure
4.4, le signal est transmis aux noeuds cibles (LPS et Rapamycine) avec une valeur
de réactivité minimale (p = 1) afin de prendre en compte la cinétique des infusions
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Rapamycin

Figure 4.4 — Présentation des noeuds logiques utilisés pour définir les processus expérimentaux.

de LPS et de Rapamycine, qui sont des processus généralement plus longs que ceux
observés dans la voie intracellulaire.
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4.3 Article: In silico simulation of mTOR signalling
pathway in Toll like receptor 4 via a logical
modelling approach

L’ensemble des résultats de cette étude sont présentés dans un second article qui a
été soumis dans le journal BMC Systems Biology en Avril 2016.
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Abstract

Background: Toll like receptor 4, which senses the presence of gram-negative
bacterial ligands, is one of the most characterized pattern recognition receptors.
Activation of TLR4 by lypopolysaccharides leads to the release of inflammatory
response mediators including pro- and anti-inflammatory cytokines. Although the
inflammation is an essential process to fight against infections, it may lead to a
disruption of immune homeostasis in case of an uncontrolled release of
inflammatory mediators. Fortunately, our immune system has its own regulatory
pathways. Among them, the mTOR signalling pathway emerges as playing a
central role during the inflammatory response resolution. We modelled the
inflammatory response using an enhanced Boolean approach and the Logm/
framework to explore by in silico experiments the role played by the mTOR
complex.

Results: Three different experimental scenarios were simulated, exploring the
different aspects of the inflammatory response after endotoxin infusions and
mTOR inhibition. We illustrated that the response of the model is affected
according to the intensity, the magnitude and the schedule of endotoxin dose
administrations. Our work provides insights into the central role played by the
mTOR signalling pathway in the regulation of the CBP, CREB and NFxB
transcription factors. Inhibition of mTOR during an inflammatory response
results in a drastic reduction of IL-10 production and a significant increase of
IL-10 release, suggesting that dysregulation of the mTOR pathway may lead to a
disruption of immune homeostasis.

Conclusion: We propose in this work the first in silico analysis of the role played
by mTOR signalling in the regulation of the TLR4 response. These results open
perspectives for novel therapeutic applications by targeting mTOR immune
regulatory functions.

Keywords: Logical modelling; TLR4; mTOR; inflammation; inflammatory
response; Boolean networks; fuzzy logic operators

Background

During the past decades, considerable progress has been made in our understand-
ing of how host cells recognize and eliminate invading microorganisms. Recogni-
tion of pathogens is determined by germline-encoded Pattern Recognition Recep-
tors (PRRs) [1, 2]. Toll-Like Receptors (TLRs) are the most characterized PRRs
[3, 4, 5, 6] and play central roles in the activation of innate and adaptive immu-
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nity [7]. However, excessive TLRs activation can disrupt immune homoeostasis, and
may be responsible for the development of autoimmune and inflammatory diseases
[8]. Although inflammatory responses are essential processes to fight against infec-
tions, uncontrolled release of inflammatory mediators and clotting factors, such as
what can be observed during a ”cytokine storm”, can be followed by severe septic
syndromes, synonymous with a high mortality rate [9].

In this paper, we focused on Toll-Like Receptor 4 (TLR4), which senses the pres-
ence of Gram-negative bacterial ligands which are implicated in almost 30% of septic
syndromes [10, 11]. Activation of TLR4 by lipopolysaccharides (LPS), a major com-
ponent of the outer membrane of Gram-negative bacteria, leads to the biosynthesis
of a substantial number of mediators of inflammation including pro-inflammatory
cytokines (e.g. TNF-«, IL-15, etc.) and anti-inflammatory cytokines (e.g. IL-10,
etc.). Signals delivered to immune cells through TLR4 activated signalling path-
ways have their own negative-feedback signals [12, 13, 14]. These counterbalancing
signals are essential for the proper homoeostasis of an immunological response. The
study of these signals led us to identify in a previous work the mTOR signalling
pathway as a potential key regulator of systemic inflammatory response [15].

Despite important progress made over the past decades in the understanding
of mMTOR and TLR4 intracellular transduction pathways, it remains uncertain how
they interact with one another. We used LPS as stimulator and in silico approaches
to emulate the system functioning and explore the role played by mTOR signalling
pathway in the regulation of TLR4. Due to the high number of entities involved,
and the lack of quantitative data describing intracellular signals, logical modelling
appeared as the best choice to simulate the different counterbalancing signals which
take place during TLR4 signal transduction.

An enhanced Boolean modelling approach was developed from a previous work
[16] and implemented as an integrated simulation framework. Different scenarios,
such as the infusion of multiple doses of LPS or pretreatments with rapamycin (an
inhibitor of mTOR complex), was then simulated in order to explore the consistency
of the produced logical graph.

Material and methods

In this paper, we applied Boolean modelling methods extended with fuzzy logic
operators to provide insights into the dynamics of TLR4 and its selected downstream
signalling pathways. Taking into account the high number of entities involved and
the lack of quantitative parameters describing intracellular signalling pathways, we
created a logical model to emulate the system functioning. While remaining relevant
for knowledge-based reasoning and checking [17], this formalism is not dependent
on the availability of quantitative data such as kinetic rate parameters of reactions.

Based on scientific literature and pathway databases such as Reactome [18] or
KEGG [19], we created a richly annotated logical graph.

The logical modelling and simulation tool that we developed takes the logical
graph as the input and generates the corresponding logical equations (Figure 1).
Each node and each edge of the graph is previously annotated with its initial values.
In this way, nodes names and their initial values are automatically extracted from
the graph by the Logml tool. Nodes where perturbations are applied, are identified
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Logml logical modelling framework

1. Literature review 2. Logical graph

. Knowledge databases (Reactome,
Kegg, etc.)

e Scientific literature (review
articles, original articles, etc.)

Entities

Logical operators

Edges (relations between entities)
Initial values (perturbations, edge
specific parameters, entities)

Logml tool

e Runof generated code e GraphML graph is parsed
. Display of simulation outputs via a . Generation of logical equations
dedicated interface and logical model

. Use of logical libraries to generate
and compile the code

4. Simulations 3. Logical model

Figure 1 Logml logical modelling framework. Overview of the logical modelling framework which
consists of four stages: (i) Literature review, principally based on scientific papers and knowledge

databases such as KEGG or Reactome; (i) Build of the logical graph regrouping all the extracted

knowledge from the literature regarding nodes and relations between nodes; (iii) Use of Logm/ to

parse the logical graph and generate the executable code; (iv) Run of the generated code and plot
of the results
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as well as the intensity and the intervals featuring the perturbations. Edges defining
relations between nodes and their associated qualitative parameters values are also
automatically determined by parsing the logical graph. Logical equations are then
used by the Logml tool to automatically generate, execute corresponding code and
plot the results of simulations.

An extended Boolean modelling approach

The proposed logical modelling framework is based on the Boolean network theory
where classic Boolean operators are replaced with fuzzy operators and where edges
are tuned in order to adapt the speed and the strength of the signal that they
transmit [16].

A network is commonly described as a graph G = (V, E) where V = {v1,...,v,}
is the set of size containing exactly all the nodes v; of the network and where
E = {(vi1,vj1),- -, (Vi,m,v;m)} is the set of size m containing exactly all the edges
(vi,v;) of the network. In practice, nodes represent biological entities and edges
represent causal relations between them.

A Boolean network is a network where nodes are considered as Boolean variables
x; and where edges (z;,z;) characterize the binary relation: x; is input of x;.
The main difference between Boolean and fuzzy logic is that the former is discrete,
valued in [0, 1], whereas the latter is continuous, valued in [0, 1].

The classic Boolean operators AND, OR and NOT have then been replaced by
the fuzzy operators t-norm, s-norm and complement, respectively. These operators
are algebraically defined as following:

AND(z,y) = z-y
OR(z,y) = 1-(1-=z)(1-y)
= xz+ty—x-y
NOT(z) = 1—=z

For convenience, both the Boolean and fuzzy operators are named AN D, OR and
NOT.

In addition to fuzzy logic operators, the features of edge reactivity and edge
weakening have been introduced in order to modulate the signal conveyed through
edges. Both “weakness” and “reactivity” parameters can be considered as qualita-
tive scale parameters which are valued in order to prioritize (in time and intensity)
relationships between entities. Edge reactivity takes into account that some biologi-
cal processes, such as gene expression, may take longer than other ones customarily
considered fast, such as an enzyme phosphorylation. Edge reactivity is implemented
by the qualitative parameter p;; € [0, 1] attributed to each edge, named e;; for con-
venience. p;; is the portion of the signal transmitted by e;; and updated at each
iteration k. The portion of the value e;;(k) which is updated to z;(k) is defined as
following:

eij(k+1) = (1 —pij) - eij(k) + pij - i(k)
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Edge weakening takes into account the fact that some biological interactions, such
as activation of a receptor by a partial agonist, may be weaker than other ones.
Edge weakening is implemented by the qualitative parameter ¢;; € [0, 1] attributed
to each edge e;;. ¢;; is a weakening coefficient applied at each iteration k and is

defined as following:

eij(k+1) = gij - zi(k)

Finally, some entities may be subjected to perturbations, for instance to simulate
an infusion of an active substance. Disturbances are applied to nodes via a strength
of disturbance parameter pwd € [0, 1] associated with an interval of iterations int) €
[0,100] during which disturbances are supposed to take place (Appendix 3).

Dij, Gij, pwd and x;(ky) € [0,1] are qualitatively valued as “degrees of truth”.
[0, 1] was split into six degrees of truth for each parameter, defined in table 1.

Table 1 Definition of qualitative parameters.

Truth degrees | Parameter value | z;(ko) / pwd Dij Gij
5 1 full instantaneous | strong
4 0.8 much more faster weaker
3 0.6 more fast weak
2 0.4 few slow faint
1 0.2 fewer slower fainter
0 0 none down down

In this work, it is important to note that k represents the iterations performed
during simulations, not the time. Here the goal is to visualize sequences of events
linked by causal connections without time.

Construction of the TLR4 signalling pathway logical graph
Based on scientific literature and according to well-known pathway databases such
as Reactome [18] and KEGG [19], we constructed a directed graph of TLR4 and its
principal associated signalling pathways (including MyD88 dependent and indepen-
dent signalling pathways, PI3K-AKT-mTOR pathway, and the associated principal
crosstalks). The complete logical graph (Appendix 1) is composed of 61 nodes and
86 edges defining the signal transduction relations between nodes. Initial values of
entities as well as tuned edges associated p;; and g;; parameters are deducted from
underlying mechanisms described in scientific papers. Logical graphs are produced
in GraphML (XML-based file format for graphs) file format via the graph editor yEd
(https://www.yworks.com/products/yed, version 3.14.14) and with the support of
the graphical ontology presented in Appendix 2.

The tool developped for the computing and the simulations of the logical model
is publicly available on GitHub (https://github.com/nodys/logml, distributed
under the MIT License).

Engagement of TLR/
The induction of inflammatory response by LPS begins with the combined action
of four endotoxin binding proteins: LPS-binding protein (LBP), CD14, myeloid
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differentiation protein 2 (MD-2) and TLR4 (Figure 2)[20]. First, LBP interacts
with bacterial membranes and leads to the transfer of monomers to CD14, which
in turn transmit LPS monomers to MD-2:TLR4 heterodimers [21]. The binding of
LPS to TLRA4 is followed by the dimerization of the receptor and promotes the
recruitment of different TIR domains-containing adapter proteins, on which will
depend downstream signalling pathways [22].

Figure 2 Engagement of TLR4. Overview of TLR4 signalling engagement by LPS. Green nodes
represent the entities introduced in the logical graph. The dark blue node represent the logical
operator defining the relation established between nodes. Nodes are annotated with the
corresponding initial conditions. Edges are annotated with the corresponding reactivity (p) and
weakening (¢) parameters initial values.

Historically, TLR4 signalling is split in two different pathways depending if the
protein MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88) is recruited by
the receptor [23]: TLR4 MyD88-dependent and MyD88-independent pathway. Re-
cently, the research concerning the TLR4 signalling pathway suggest that TLR
signals lead to activation of the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) [24], affect-
ing many aspects of the cellular response, including regulation of the inflammatory
response.

MyD88-dependent signalling pathway

Following engagement of TLR4, the intracellular Toll-Interleukin 1 Receptor (TIR)
domain associates with TIRAP at the cytoplasmic side of the plasma membrane
(Figure 3)[25].

The phosphorylation of TIRAP (mediated by Bruton’s tyrosine kinase (BTK))
leads to MyD88 binding to the activated receptor and the formation of a myddo-
some. This myddosome results in association and activation by autophosphorylation
of IRAK4 (Interleukin-1 receptor-associated kinase 4) [26, 27].

IRAKI and IRAK2 are then recruited to the myddosome through binding with
TRAKA4 (28, 29] and are responsible for TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6)
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oligomerization [30]. TRAF6 is then subjected to an auto-ubiquitination after its
oligomerization and associates with ubiquitin receptors of TAK1 (TGF-3-Activated
Kinase-1) [31, 32], leading to activation of the TAK1 kinase complex [33].

Activation of JNKs (c-Jun N-terminal kinases) is mediated by TAK1 which phos-
phorylates two dual specificity enzymes MKK4 (MAPK kinase 4) and MKKT7
(MAPK kinase 7) [34]. Phosphorylation of MKK4 and MKK7 by TAK1 [35] leads
to multiple phosphorylations of each JNK. Once activated, JNK phosphorylates a
range of nuclear substrates, including transcription factor c-Jun which is translo-
cated to the nucleus and participate with c-Fos to the formation of AP-1 complex
[36]. TAK1 is also responsible for the activation of p38 complexes by phosphory-
lating two dual specificity enzymes MKK3 (MAPK kinase 3) and MKK6 (MAPK
kinase 6). In turn, p38 enzymes phosphorylates a range of nuclear substrates, in-
cluding c-Jun [36]. Additionally, TAK1 also recruit and activate the IxB kinase
(IKK) complex. IKK complex is considered as the master regulator for the activa-
tion of NF-xB [37]. Activation of the IKK leads to the IxkBa (NF-kappa-B inhibitor
alpha) phosphorylation and degradation by the proteasome [37]. NF-xB, which un-
der physiological conditions is maintained in an inactive state in the cytosol by
IkBa, is then released and can translocate to the nucleus to induce, in conjuction
with AP-1, the expression of target genes including TNF« or pro-IL-15.

MyDS88-independent signalling pathway

MyD88-independent signalling pathway (also named TRIF-dependent) needs TRIF-
related adaptor molecule (TRAM) and TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-/3 (TRIF) [38]. Following CD14-induced TLR4 internalization into endo-
somes [39], TRAM is thought to bridge between activated TLR4 and TRIF [40].
These two adapters favor the binding of TRAF3 to the receptor and its activation
[41]. Tt is followed by the activation of TANK-binding kinase 1 (TBK1) and IxB
kinase-¢ (IKKe) [42], which induces phosphorylation of interferon regulatory fac-
tor 3 and 7 (IRF3 and IRF7) [43]. Phosphorylated IRF3/IRF7 binds the interferon
sensitive response element (ISRE) and induces the production of type 1 interferons
such as IFNf (Figure 4).

PI3K-Akt-mTOR signalling pathway

Although the exact mechanism remains unclear, an increasing number of studies
indicate that TLR4 signals lead to activation of the phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K) [24, 44, 45, 46]. Once activated and phosphorylated, PI3K leads to in-
creased concentrations of phosphatidylinositol-4,5-trisphosphate to the membrane,
contributing to recruitment of PDK1 (phosphoinositide dependent protein kinase-
1) (Figure 6). AKT is then recruited to the cell membrane and is followed by its
double phosphorylation by PDK1 and by the mTORC2 complex [47]. Once fully
activated, AKT phosphorylates and inhibits TSC2, a suppressor of the mTOR ki-
nase pathway. Inhibition of TSC2 by AKT leads to an accumulation of GTP:RHEB
instead of GDP:RHEB complex, which in turn, activates the mTORC1 complex
[47, 48]. Full activated AKT can also phosphorylate and partially inactivate GSK3-
B [49, 50]. Inactivation of GSK3-/ promotes increased nuclear levels of CREB [51]
which takes the place of NF-xB from the co-activator of transcription CBP. CBP
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Figure 3 MyD88-dependent TLR4 signalling pathway. Overview of the MyD88-dependent TLR4
signalling pathway. Green nodes represent the entities introduced in the logical graph. The dark
blue nodes represent the logical operators defining the relation established between nodes. Nodes
are annotated with the corresponding initial conditions. Edges are annotated with the
corresponding reactivity (p) and weakening (¢q) parameters initial values. Edges identifying
processes considered fast, such as protein phosphorylation, have a reactivity parameter value

p = 4. Others edges, on the contrary, represent processes considered slow, such as transcription
and translation of a protein, and have a reactivity parameter value p = 2.

plays the role of limiting factor (Figure 5). The enhanced transcriptional activity

of CREB and reduced transcriptional activity of NF-xB result in increased IL-10
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Figure 4 MyD88-independent TLR4 signalling pathway. Overview of the MyD88-independent
TLR4 signalling pathway. Green nodes represent the entities introduced in the logical graph. The
dark blue nodes represent the logical operators defining the relation established between nodes.
Nodes are annotated with the corresponding initial conditions. Edges are annotated with the
corresponding reactivity (p) and weakening (¢q) parameters initial values. Edges identifying
processes considered fast, such as protein phosphorylation, have a reactivity parameter value

p = 4. Others edges, on the contrary, represent processes considered slow, such as internalization
of a receptor, and have a reactivity parameter value p = 2.

production while concurrently suppressing the levels of pro-inflammatory cytokines
[52].

As discussed previously, AKT can inhibit GSK3-4 activity indirectly through
mTORC1. However activated mTORC1 phosphorylates and activates S6K [53, 54],
leading to the phosphorylation and inhibition of GSK3 [55], which promotes in-
creased nuclear levels of CREB. Inhibition of mTORC1 with rapamycin is known
to attenuate phosphorylation of GSK3 [53, 56, 57, increasing NF-xB activation,
and consequently pro-inflammatory cytokines production.

Cytokines signalling loops
Once secreted, cytokines operate by an autocrine (when a cell secretes a chemical

messenger that binds to receptors on the same cell, leading to changes in the cell)
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Figure 5 CREB, CBP and NFxB transcription regulators. Overview of the principal TLR4
signalling pathway transcription regulators. Green nodes represent the entities introduced in the
logical graph. The dark blue nodes represent the logical operators defining the relation established
between nodes. Nodes are annotated with the corresponding initial conditions. Edges are
annotated with the corresponding reactivity (p) and weakening (q) parameters initial values.

and a paracrine (when a cell produces a signal to induce changes in nearby cells)
signalling pathway [58].

Type-I IFN signalling loop Once secreted, type-I IFNs binds to type-I receptors,
inducing their activation and the corresponding intracellular transduction signal.
The type-I IFN receptor is composed of two distinct subunits: IFNAR1 and IF-
NAR2 [59]. IFNARI subunit is associated with TYK2 (Tyrosine Kinase-2) and
IFNAR?2 is associated with JAK1 [60]. The binding of type-I IFNs to the Type-I
IFN receptor results in the rapid autophosphorylation and activation of the receptor
associated JAKs. In turn, activated TYK2 and JAKI regulate the phosphorylation
and activation of STATSs proteins. After phosphorylation by JAKs, activated STATs
form homodimers (or heterodimers) and migrate to the nucleus in order to initiate
transcription and release of STATs and SOCS proteins (SOCS1 and SOCS3) [61].

IL-1p3 signalling loop 1L-18 is an important pro-inflammatory cytokine produced
as a precursor (pro-IL-13) that is cleaved by ICE (IL-18 Converting Enzyme) to
the active IL-18 form that is secreted [62]. Once secreted by activated immune
cells such as macrophages, IL-13 induces cellular response through its receptor [59].
Binding of IL-1 to respective receptor leads to the activation of the transcription
factor NF-xB through a classical MyD88-dependent signalling pathway [63].

TNFa signalling loop TNFa is probably one of the best known and studied pro-
inflammatory cytokines secreted by immune cells following LPS stimulation. TNFa
is known to bind to the extracellular domain of TNFR1 [64, 65]. TNF receptor-
associated death domain (TRADD) is then recruited to the intracellular domain of
TNFRI, followed by two additional adaptor proteins: Receptor Interacting Protein-
1 (RIP1) and TNFR-Associated Factor 2 (TRAF2). RIP1 leads to recruitment of
TAK1 and the consecutive activation of the IKK downstream.
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Figure 6 PI3K-Akt-mTOR signalling pathway. Overview of the PI3K-Akt-mTOR signalling
pathway. Green nodes represent the entities introduced in the logical graph. The dark blue nodes
represent the logical operators defining the relation established between nodes. Nodes are
annotated with the corresponding initial conditions. Edges are annotated with the corresponding
reactivity (p) and weakening (¢) parameters initial values. Edges identifying processes considered
fast, such as protein phosphorylation, have a reactivity parameter value p = 4. Others edges, on
the contrary, represent processes considered slow, such as transcription and translation of a
protein, and have a reactivity parameter value p = 2.

IL-10 signalling loop Interleukin 10 (IL-10) is a cytokine with important im-
munoregulatory functions [66], principally known for its potent anti-inflammatory
properties [67]. Production of IL-10 leads to the repression of the expression of pro-
inflammatory cytokines such as TNFaq, IL-15 or IL-12 by activated macrophages
or dendritic cells. Binding of IL-10 to its receptor activates phosphorylation of the
receptor-associated JAK1 and TYK2. Once phosphorylated, these kinases act as
temporary docking sites for STAT3. In turn, STAT3 is phosphorylated by the re-
ceptor associated JAKs and migrates to the nucleus leading to the transcription
of IL-10-responsive genes [68]. Among IL-10 responsive genes, SOCS3 is a member
of a newly identified family of genes that inhibit JAK/STAT-dependent signalling
[69].
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Negative regulators of TLRY signalling pathway introduced in this paper
SOCS proteins  As their name suggests, suppressor of cytokine signalling (SOCS)
proteins are inhibitors of cytokine signalling pathways [70, 71]. Principal role of
SOCS proteins is to inhibit JAK/STAT-dependent signalling. TLR ligands, such
as LPS, are potent inducers of SOCS1 and SOCS3 [72, 73]. Once secreted, SOCS1
binds to NF-xB and facilitates its ubiquitination [74]. SOCS1 can also binds to
TIRAP, through its interaction with BTK and induces its ubiquitination, thereby
leading to the suppression of Myd88-dependent transactivation of NF-xB [75].
SOCS3 is a key regulator of Il-10 signalling following TLR stimulation [72] and is
one of the most abundantly induced proteins in macrophages following stimulation
with LPS. SOCS3 inhibits TLR4 signal transduction by preventing ubiquitination
of TRAFG, thus impeding association and activation of TAK1 [76].

IRAK-M The kinase-inactive IRAK family member (IRAK-M) [77] is an inactive
IRAK homologue whose expression is induced after TLR4 stimulation by microbial
products such as LPS [78, 79]. IRAK-M inhibits the dissociation of IRAK4 from
the TLR [80], thus stopping downstream of TRAF6 and inhibiting the release of
NF-xB.

1k Bs proteins 1xB proteins main function is to inhibit NF-xB activity when it is
not required. This inhibition happens via protein-protein interaction taking place
between IkB proteins and NF-xB in the cytosol [81], preventing NF-£B from migra-
tion to the nucleus. Thus NF-£B is kept in an inactive form in the cytosol [82]. Tt
should be noted that NF-xB activation is rapidly followed by an induction of 1xBs

proteins.

Experimental design

To investigate biological observations identified in literature, we used the logical
graph (presented in annexe 1) and the Logml framework to simulate in silico ex-
periments.

We first studied how the model behaves according to different single doses of LPS
stimuli. In a second phase, we simulated the effect of repeated doses of LPS. Finally,
we focused on the role played by the mTOR signalling pathway in the regulation of
the cellular response following LPS infusion via the use of rapamycin, a well known
mTOR complex inhibitor.

For each scenario, we focused on the resulting balance between pro- and anti-
inflammatory cytokines in response to LPS. To perform these in silico experiments,
we introduced a different type of nodes representative of experimental processes such
as "Infusion of LPS”, or ”Infusion of Rapamycin”. These special nodes were then
perturbed according to the experimental design of each scenario. As can be seen
from the figure 7, the signal is transmitted to the target nodes (LPS and Rapamycin)
with the minimal reactivity parameter value (p = 1) in order to take into account
LPS and Rapamycin infusion kinetics, that are slower processes compared with

intracellular transduction signals.
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Figure 7 Experimental processes nodes. Overview of the experimental processes nodes: infusion
of LPS (1 & 2) and infusion of Ramapycin. Green nodes represent the targeted entities.
Experimental processes nodes (in grey) are annotated with the initial conditions (vgp) and the
perturbation informations (pwd and int). Edges are annotated with reactivity (p = 1) and
weakening (¢ = 5) parameters values according to drug kinetics.

Results

Stimulation of TLR4 with single doses of LPS

We started by the study of the model behavior by varying the intensity and the
duration of exposure to LPS. In a first scenario, we simulated the infusion of an
intermediate dose of LPS (with pwd = 3) for a short time exposition (int = 0, 20).
The dose was then increased to the maximum level (pwd = 5) with the same
duration of exposure (int = 0,20). We then increased the duration of LPS infusion
to fifty iterations (int = 0,50). Finally, we simulated a continuous infusion of LPS
(int = 0,100). The corresponding results are presented in figure 8. We focused on
the activation level of four entities: IL-10, IL-13, LPS and NFxB.

In the first simulation, we can observe an increase of LPS to the value of 0.6 until
the twentieth iteration before rapidly declining to zero. Increase of LPS is followed
by a quick activation of NFxB and the successive production of the cytokines IL-13
and IL-10. Decrease of LPS is followed by a slow decrease of NFxB activity and
a contrasting quick decrease of cytokines levels. All entities return to their initial
value before the end of the run. The results obtained with the second simulation
are similar to the first one except the maximal reached values: we can observe
an increase of LPS to the value of 1.0, with higher peaks levels for NFxB, IL-13
and IL-10. For the third run, we simulated a longer infusion of LPS (until fiftieth
iteration). Although the maximum reached value is the same, NFxB and IL-10
entities remain activated longer than in previous simulation. Regarding IL-15, two
different phases can be observed. We can see a first important increase of IL-13
following LPS stimulus, comparable to what can be observed in the precedent run,
and a consecutive decrease of IL-13 production until lower levels before returning
to a value of zero. We finally simulated a continuous infusion of LPS. We can see
in the graph that all the entities have the same behavior than in simulation three,
except than instead returning to a initial value of zero, they reach a steady state
leading to a continuous activation of NFxB, and a continuous release of IL-10 and
IL-18 cytokines.

Multiple doses of LPS
We studied the response of the logical model of TLRA4 to repeated doses of LPS by
simulating the administration of two identical doses of LPS (pwd = 5) while varying
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Figure 8 Response of TLR4 signalling cascade following intensities and durations of LPS doses.
IL-10 and IL-1 cytokine production and NF-xB activation according to different doses of LPS:
(a) single infusion of LPS with intermediate intensity (pwd = 3) and from the 0 to the twentieth
iteration (int = 0, 20); (b) single infusion of LPS with maximum intensity (pwd = 5) and from
the 0 to the twentieth iteration (int = 0,20); (c) single infusion of LPS with maximum intensity
(pwd = 5) and from the 0 to the fiftieth iteration (int = 0,50); (d) continuous infusion of LPS
(int = 0,100) with maximum intensity (pwd = 5).

time intervals between infusions. For the first run, we simulated two successive doses
of endotoxin. For the other three runs, we left successively ten, twenty and thirty
iterations between doses. The corresponding results are presented in figure 9. As for
the previous scenario, we focused on four entities: 1L-10, IL-15, LPS and NFxB.

In the first simulation, results are very similar to those observed during the third
run of the first scenario. NFxB and IL-10 entities remain activated longer than for
a single infusion. Regarding IL-13, we can distinguish two phases: a first important
increase of IL-15 and a consecutive decrease of IL-1/3 production until lower levels
before returning to a value of zero. For the second run, two phases can be distin-
guished for each entity. Whereas the two LPS stimuli are identical, we obtained two
different responses signals for each entity. The first signal is similar to the response
observed after a single dose of LPS while the second signal, in response to the second
stimulus, seems weakened. The results of the third and the fourth runs show that
the more we increase the intervals between doses, the more the second response is
approaching those expected for a single injection.

Additional analyses were conducted to identify the role played by IRAK-M in the
reduction of pro-inflammatory response. As presented in figure 10, we displayed the
activation levels of IRAK-M and TRAK1/2 during the first and the third run of the
present scenario. The results show that a short interval between doses contributes
in maintaining high levels of IRAK-M, thus reducing IRAK1/2 activity and the
consecutive MyD88 dependent downstream.

Single dose of LPS and treatment with Rapamycin
In this section, we studied the impact of an inhibition of mTOR onto the logical
model response to a same LPS infusion (pwd = 5, int = 20,40). We simulated first
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Figure 9 Response of TLR4 following repeated doses of LPS. IL-10 and IL-13 cytokine
production and NF-xB activation depending on intervals between two identical doses of LPS: (a)
two infusions of LPS with maximum intensity (pwd = 5), from the 0 to the twentieth iteration
(int = 0,20) for the first dose, and from the twentieth to the fortieth (int = 20, 40) for the
second dose; (b) two infusions of LPS with maximum intensity (pwd = 5), from the 0 to the
twentieth iteration (int = 0, 20) for the first dose, and from the thirtieth to the fiftieth

(int = 30, 50) for the second dose; (c) two infusions of LPS with maximum intensity (pwd = 5),
from the 0 to the twentieth iteration (int = 0,20) for the first dose, and from the fortieth to the
sixtieth (int = 40, 60) for the second dose; (d) two infusions of LPS with maximum intensity
(pwd = 5), from the 0 to the twentieth iteration (int = 0, 20) for the first dose, and from the
fiftieth to the seventieth (int = 50, 70) for the second dose.

the administration of a single dose of LPS and without infusion of Rapamycin, a
mTOR inhibitor. For the second run, an infusion of Rapamycin (pwd = 5) was
introduced between the zero and the twentieth iteration. For the third simulation,
an infusion of Rapamycin was introduced between the thirtieth and the sixtieth
iteration. For the fourth run, we proceeded to an infusion of Rapamycin between
the fiftieth and the hundredth iteration. For the last run, we simulated a continuous
infusion of Ramapycin. The corresponding results are presented in figure 11. We
focused on five entities: IL-10, IL-15, LPS, Rapamycin and NFxB.

For the first simulation, results are identical to those observed during the second
run of the first scenario except for the start of LPS infusion, and consequently
for the start of observed responses. For the second run, we can see that the pre-
treatment with Rapamycin do not have any impact on the response of the logical
model to the LPS stimulus. For the third run, important changes can be observed
in response to the LPS stimulus. We can see significant increase of the activation of
NFkb, as well as an important production of IL13 while levels of IL-10 are almost
undetectable. For the fourth run, we have the response levels observed for each
entity during the first two runs. Infusion of Rapamycin between the fiftieth and
the hundredth iteration do not seem to affect the response to endotoxin. For the
last run, the results observed are the same than for the third simulation. We have
high levels of NFxB activation, with associated high levels of produced IL-15, and
undetectable amounts of IL-10.
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Figure 10 Inactivation of IRAK1/2 after multiple doses of LPS. IL-10 and IL-1/3 cytokine
production, IRAK1/2 and IRAK-M activation depending on intervals between two identical doses
of LPS: (a) two infusions of LPS with maximum intensity (pwd = 5), from the 0 to the twentieth
iteration (int = 0, 20) for the first dose, and from the twentieth to the fortieth (int = 20, 40) for
the second dose; (b) two infusions of LPS with maximum intensity (pwd = 5), from the 0 to the
twentieth iteration (int = 0,20) for the first dose, and from the fortieth to the sixtieth

(int = 40, 60) for the second dose.

As presented in figure 12, we conducted additional analyses to observe responses
of CREB, NFxB and CBP transcription factors following an inhibition of mTOR
signalling pathway. We displayed the activation levels of CREB, NFxB and CBP
during the first and the third run of the present scenario. The results show that
the inhibition of mTOR pathway by Rapamycin results in a important reduction
of CREB, and consequently, an inhibition of IL-10. We also note a rise of CBP and
NF&£B nuclear levels after mTOR inhibition, and an increase of IL-13 production.

Discussion

Single dose of LPS

In the first scenario, we reproduced in silico different types of infections by varying
the intensity and the duration of exposure to a single dose of LPS. The results
obtained for the first two runs (figure 8) show that the amount of released cytokines
is related to the amount of injected LPS. The higher the dose of LPS is injected,
the more important levels of IL-1/3 and IL-10 cytokines are produced. For the third
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Figure 11 Response of TLR4 following inhibition of mTOR signalling pathway. IL-10 and IL-13
cytokine production and activation of NF-xB in response to an unique LPS stimulus (pwd = 5,
int = 20,40) and to different infusions of Rapamycin: (a) without infusion of Rapamycin; (b)
infusion of Rapamycin from the 0 to the twentieth iteration (int = 0, 20); (c) infusion of
Rapamycin from the thirtieth to the sixtieth iteration (int = 30,60); (d) infusion of Rapamycin
from the fiftieth to the hundredth iteration (int = 50, 100) ;(e) continuous infusion of Rapamycin
(int = 0,100). All the perturbations are made with the maximum intensity (pwd = 5).

run, we kept a maximal dose infusion while multiplying by 2.5 the duration of
LPS infusion. As expected, the transcription factor NFxB remains activated longer
than in the two previous runs. Similarly, and while having identical peak levels,
the production of IL-10 extends over an protracted period of time (about 2.5 times
that of the previous run). Interestingly, although the duration of the release of IL-
1/ is similar to that of IL-10, its peak describes two distinct phases. A first acute
phase, similar to that observed in the second run and an attenuated second phase
continuing until the end of the stimulus. This biphasic response can be explained by
the “ménage a trois” occuring between the co-activator CBP and the transcription
factors CREB and NFxB (Figure 5). As explained previously, the enhanced activity
of nuclear levels of CREB [51] following LPS stimulation move NF-xB from the co-
activator of transcription CBP. The enhanced transcriptional activity of CREB
result in an increased I1-10 production while concomitantly reducing consequently
the levels of pro-inflammatory cytokines [83]. For the first three runs, all entities
return to their original state at the end of the stimulus. Finally, for the last run,
we analyzed the response of the model to a continuous infusion of LPS such as
under an unresolved infection to gram negative bacterias. The transcription factor
NF£B remains activated at elevated levels throughout LPS infusion. Despite being
produced at lower levels, IL-15 and IL-10 are secreted continuously. The system is
out of control, and we discern what is commonly described in the literature as a

“citokine storm”.
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Figure 12 Activation of CREB, NFxB and CBP transcription factors to an inhibition of mTOR
signalling pathway. IL-10, IL-153 cytokines production and CREB, NF-xB and CBP activation in
response to an unique LPS stimulus (pwd = 5, int = 20, 40) and to different infusions of
Rapamycin: (a) without infusion of Rapamycin; (b) infusion of Rapamycin from the thirtieth to
the sixtieth iteration (int = 30, 60). All the perturbations are made with the maximum intensity
(pwd = 5).

Multiple doses of LPS

The aim of the second scenario was to mimic multiple infections by using repeated
infusions of LPS. We explored the response of the logical model following two iden-
tical doses of LPS separated by different intervals. The simulation results presented
in figure 9 show a significant reduction in the pro-inflammatory capacity of innate
immune cells to a second endotoxin challenge. It can be observed that more the in-
jected doses are spaced, the less the effect of the attenuation of the pro-inflammatory
response is observable. This phenomenon, called endotoxin tolerance, was well de-
scribed and analysed in numerous papers during the two past decades [84]. In our
model, the crosstalk responsible for endotoxin tolerance is IRAK-M. As presented in
the figure 10, this negative regulator participates in the reduction of the TLR4 pro-
inflammatory response by partially inactivating IRAK1/2, a principal component
of MyD88 dependent pathway. These results are consistent with those observed in
literature (78, 85, 86].

mTOR inhibition during LPS challenge
In the last scenario, we investigated the role of mTOR signalling in the regulation
of TLRA4 response to a LPS challenge. Results shown on figure 11 depict the balance
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between pro- and anti-inflammatory cytokines depending on how Rapamycin was
administrated. Interestingly, we can first note that contrary to what is presented
in literature [87], a pre-treatment with Rapamycin (before LPS injection) do not
produce any effect on cytokines production in response to LPS challenge. The dif-
ferences observed between in silico and in vivo experiments can be explained by
a possible delay due to the penetration of the Rapamycin molecule into the body,
which is not taken into account in the model. Another possible explanation is that
there may remain knowledge gaps concerning the interactions between mTOR and
the rest of the TLR4 canonical pathway.

In contrast, when Rapamycin is injected during the inflammatory response, we
can observe a quasi inhibition of IL-10 production, and an increase of excreted
pro-inflammatory cytokines, suggesting the occurrence of a disproportionate in-
flammatory response.

As presented in figures 11 and 12, the inhibition of mTOR pathway by Rapamycin
results in a drastic reduction of CREB nuclear levels, and consequently, an inhibition
of IL-10. Although it does not directly influence the production of pro-inflammatory
cytokines, the inhibition of the mTOR pathway is followed by a significant increase
in production of I1-13 that can be explained by the replacement of CREB by NFxB
from the co-activator of transcription CBP.

These results, concurring with current research [83, 88, 89], suggest that dysreg-
ulation of the mTOR pathway may lead to an imbalance between pro- and anti-
inflammatory cytokines, and precipitate the disruption of immune homeostasis.

Conclusion

We used extended Boolean approaches to explore in silico the different facets of
the regulation of the inflammatory response following the activation of TLR4 by
LPS. The response of the model is therefore affected according to the intensity, the
magnitude and the schedule of endotoxin dose administration.

Our work provides insight into the central role played by the mTOR signalling
pathway in the regulation of the “ménage a trois” composed by the CBP, CREB and
NF&B transcription factors. As emerging in scientific literature in the past decade,
the combined activity of mTOR complex and GSK3p play a central role in the
modulation of the inflammatory response, notably by regulating IL-10 production.

Together, these results suggest that the logical modelling framework developed
during this study and the logical model presented in this work can be used to
reproduce most of the observations presented in scientific literature. Since the logical
model of TLR4 signalling is based on the knowledge extracted from scientific papers
and knowledge databases, it can easily be completed according to new scientific
discoveries. Although the obtained curves are continuous due to the use of fuzzy
operators, they are not quantitative. Account must be taken of the fact that k
represents the iterations performed during simulations, not the time. The goal of
this logical modelling approach was to visualize sequences of events linked by causal
connections.

These results open perspectives for novel therapeutic applications by targeting
mTOR immune regulatory functions. Ultimately, only further research including
multidisciplinary studies and wet lab experiments will clarify the significance of
these in silico observations.
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CHAPITRE 4. PARTIE III : MODELISATION LOGIQUE DE LA VOIE TLR4

4.4 Conclusion

Dans cette derniere partie de thése, nous avons utilisé des approches booléennes
étendues avec des opérateurs de logique floue afin d’explorer in silico les différentes
facettes de la régulation de la voie TLR4 suite & un contact avec du LPS. Notre approche
s’est basée sur ’analyse de trois scénarios.

Dans le premier scénario, nous avons cherché a reproduire différents types d’infec-
tions aux bactéries a Gram négatif en faisant varier I'intensité et la durée de 1'exposition
a une unique dose de LPS. Les simulations nous ont permis de montrer que les quanti-
tés de cytokines pro- et anti-inflammatoires, produites suite a une injection de LPS,
sont reliées a I'intensité du stimulus. Plus la quantité de LPS injectée est importante,
et plus forte sera la réponse de la cellule en termes de production d’IL-1p et de IL-10.
L’augmentation de la durée d’exposition au LPS a ensuite permis de faire apparaitre
deux phases dans la réponse pro-inflammatoire. Une premiere phase sous la forme
d’une réponse aigué, semblable a celle observée dans le cadre d’une injection unique,
et une seconde phase sous la forme d'une réponse atténuée. Cette réponse biphasique
peut s’expliquer par la compétition opérant entre les facteurs de transcription CREB
et NFxB vis a vis du co-activateur CBP. L'augmentation de 'activation du facteur
de transcription CREB provoque un déplacement du facteur de transcription NFxB
qui libére sa place aupres du co-activateur CBP. Une augmentation de l’activité de
CREB entraine une augmentation de la production de cytokines anti-inflammatoires,
et une diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires. Pour cloturer
ce premier scénario, nous avons cherché a reproduire le cas pathologique d"une in-
fection ne pouvant étre résolue en simulant une infusion continue de LPS. Il a été
observé que le facteur de transcription NFxB reste activé a des niveaux tres élevés.
Alors qu’elles sont produites a des niveaux relativement faibles, les cytokines pro- et
anti-inflammatoires sont relarguées en continu par la cellule. Le systéme est alors hors
de controle et on peut discerner ce qui est communément qualifié dans la littérature
comme une "tempéte cytokinique".

Dans le second scénario, nous avons cherché a reproduire 'effet provoqué par des
infections répétées. Nous avons ainsi exploré la réponse du modele suite a deux doses
identiques de LPS séparées par des intervalles de temps que nous avons fait varier.
Les résultats des expériences menées nous conduisent a deux constats. Lorsque les
doses de LPS sont rapprochées, la réponse au second stimulus est affaiblie par rapport
au premier. Le second constat est que plus on espace les doses de LPS, et moins cette
atténuation se fait sentir en terme de production de cytokines. Ce phénomene, connu
sous le nom de "tolérance a I’endotoxine"”, a été longuement décrit et analysé dans
la littérature depuis les deux dernieres décennies [148]. Dans le modele, la boucle de
rétro-controdle qui a été identifiée comme responsable de ce phénomeéne est celle de
IRAK-M. Comme présenté dans le modele de connaissances, IRAK-M participe a la
réduction de la réponse pro-inflammatoire en inhibant partiellement IRAK1/2, un
composant essentiel de la voie MyD88 dépendante. Ces résultats concordent avec ceux
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présentés dans la littérature [171, 197, 198].

Dans le dernier scénario, nous nous sommes intéressés au role de mTOR dans la
régulation de la réponse de TLR4 suite a une injection de LPS. Tout en gardant le
méme stimulus de LPS pour chaque expérience, nous avons fait varier la durée et les
intervalles d’administration de la Rapamycine, une molécule inhibitrice de mTOR.
Tout d’abord, et contrairement a ce qui est présenté dans certains articles [199], un
pré-traitement a la Rapamycine (injection de Rapamycine avant le stimulus de LPS) ne
semble pas produire d’effet sur la production de cytokines pro-inflammatoires suite
a une injection de LPS. Ces différences observées entre les résultats de simulation
in silico et ceux observés in vivo peuvent étre expliqués par un possible délai du
a un temps de pénétration de la Rapamycine dans le corps, et qui n’est pas pris
en compte dans le modele. Une autre explication possible est qu’il existe toujours
des trous de connaissances concernant l’interaction entre mTOR et le reste de la
voie de signalisation TLR4. En revanche, lorsque la Rapamycine est administrée
pendant la réponse inflammatoire, on observe une quasi inhibition de la production
de IL-10, et une augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires,
suggérant une réponse inflammatoire disproportionnée. L'inhibition du pathway mTOR
par l'administration de Rapamycine entraine une réduction drastique du niveau
intracellulaire du facteur de transcription CREB et par conséquent une inhibition
de la production de IL-10. Bien que ¢a n’influence pas directement la production
de cytokines pro-inflammatoires, 1'inhibition du complexe mTOR est suivie d"une
augmentation de la production de IL-15 qui peut étre expliquée par le remplacement
de CREB par NF«B au niveau du co-activateur de transcription CBP. Ces résultats,
en accord avec ce qui est observé dans la littérature [65, 123, 124], suggerent que la
dérégulation du pathway mTOR peut provoquer un déséquilibre entre la production de
cytokines pro- et anti-inflammatoires, conduisant a la perturbation de I’homéostasie
immunitaire.

Pour conclure, les activités combinées de GSK3p et du complexe mTOR semblent
jouer un rdle important dans la régulation du "ménage a trois" entre CBP, NF«B et
CREB. Ces résultats ouvrent des perspectives pour de nouveaux champs de recherche
en ciblant la voie de signalisation mTOR.

Mis bout a bout, les résultats obtenus de cette derniere partie suggerent que les
approches de modélisation logique employées dans cette étude peuvent étre utilisées
pour I'exploration d’hypotheses a travers la simulation des réseaux biologiques. En
attendant, et puisque le modéle logique de la voie TLR4 a été réalisé en se basant
sur les connaissances extraites d’articles scientifiques, celui-ci pourra aisément étre
complété si de nouvelles découvertes étaient faites prochainement.
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a appréhender et a traiter en raison du caractére multidisciplinaire et de la

complexité des processus mis en jeux. En raison d’un nombre élevé d’entités bio-
logiques et des relations quantitatives les reliant entre elles, de la différence d’échelles
spatiales et temporelles et des nombreuses rétroactions mises en place lors d"une ré-
ponse inflammatoire, il est presque impossible de prendre en compte cette pathologie
dans son ensemble pour un esprit humain. Ces arguments font de la modélisation
numérique un outil de choix dans la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques.

L es syndromes septiques sont des états pathologiques particulierement difficiles

Dans cette these, nous sommes partis de ’hypothese que 'évolution vers des
syndromes septiques graves était la conséquence d"une perte de controle précoce
de la réponse inflammatoire du systéme immunitaire face a I'infection. L'objectif de
ce travail a été d’identifier et de simuler in silico un ou plusieurs des mécanismes
physiologiques impliqués dans la régulation de la réponse inflammatoire précoce.

Nous nous sommes tout d’abord appuyés sur des approches d’analyse en bioinfor-
matique pour explorer la cinétique d’une réponse inflammatoire d’un point de vue
transcriptomique et identifier les mécanismes biologiques mis en jeu tout au long de
la résolution d"une réponse inflammatoire. Le croisement des mécanismes biologiques
exprimés chez des sujets sains et des sujets malades a permis d’identifier la voie de
signalisation mTOR comme discriminante entre les cas non pathologiques de SIRS et
les cas de syndromes septiques.

Nous avons ensuite mis au point des approches de modélisation logique et déve-
loppé un outil de simulation pour explorer in silico la réponse de la voie de signalisation
TLR4 suite a différents stimuli. En nous basant sur les connaissances disponibles dans
la littérature, nous avons produit un modele logique de la voie TLR4. Ce modele a été
utilisé pour explorer qualitativement le role joué par la voie mTOR dans la régulation
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d’une réponse inflammatoire.

5.1 Analyse transcriptomique

Nous avons décidé de comparer transcriptomiquement les mécanismes mis en jeu
lors d’une réaction inflammatoire systémique controlée chez des sujets sains a ceux
observés lors d’un sepsis. Nous sommes pour cela partis de deux bases de données
d’expression de genes auxquelles nous avons appliqué des méthodes de traitement et
d’analyse identiques. Ce travail a consisté en deux parties.

La premiere partie de cette étude a porté sur l’analyse de la dynamique de la
résolution d'une réponse inflammatoire systémique induite. L’objectif était double :
(i) identifier les intervalles de temps pendant lesquels une régulation de la réponse
inflammatoire pouvait étre observée; (ii) vérifier que les résultats obtenus soient
concordants avec ceux obtenus par Calvano et al. [46] en 2005, alors que les outils
utilisés sont différents. Cette partie nous a permis d’observer deux phases de la
réponse inflammatoire tres distinctes d"un point de vue transcriptomique. Tout d"abord
un premiere phase, trés majoritairement pro-inflammatoire, apparait 2 heures apres
l'injection d’endotoxine. S’en suit une seconde phase, cette fois ci majoritairement
anti-inflammatoire, qui commence vers 6 heures apres l'injection et dure jusqu’a la
résolution de 1’épisode inflammatoire.

La seconde partie de cette étude nous a conduits a nous servir des bases de données
issues des études de Calvano et al. [46] et de Sutherland ef al. [51], pour identifier les
genes différemment exprimés chez des sujets sains ot1 un SIRS a été induit, et chez
des sujets souffrant de syndromes septiques. Une analyse fonctionnelle réalisée sur
ces geénes nous a ensuite permis d’identifier la voie de signalisation mTOR comme
potentiellement impliquée dans la perte de contrdle dans la réaction inflammatoire
observée dans un cas de sepsis.

Ces résultats nous ont conduits a nous focaliser sur la voie de signalisation TLR4
et a nous intéresser au role joué par mTOR dans la perte de contrdle de la réponse
inflammatoire lors d'un épisode septique.

5.2 Modélisation logique

Nous avons utilisé des approches booléennes étendues afin d’explorer in silico
les différentes facettes de la régulation de la voie TLR4 suite a un contact avec du
LPS. L'utilisation de la modélisation logique a non seulement contribué a valider
les connaissances intégrées dans la revue de la littérature, mais a également permis
d’explorer des hypotheses biologiques difficilement vérifiables sans 1'utilisation d’ap-
proches numériques intégratives. Nous nous sommes pour cela appuyés sur un plan
expérimental divisé en trois scénarios.
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Dans un premier scénario, nous avons simulé I'exposition d"un sujet a plusieurs
types de doses uniques de LPS. Les résultats de simulations nous ont permis de
montrer que les quantités de cytokines pro- et anti-inflammatoires, produites suite
a une injection de LPS, sont reliées a 1'intensité du stimulus. Nous avons également
pu mettre en évidence la présence d’une réponse inflammatoire biphasique en cas
d’exposition prolongée au LPS. Cette réponse pouvant s’expliquer par la compétition
opérant entre les facteurs de transcription CREB et NF«B vis a vis du co-activateur
CBP. Enfin, nous avons modélisé une infection ne pouvant étre résolue en simulant
une infusion continue de LPS. Le systeme était alors hors de controle et et nous avons
vu apparaitre ce qui est défini dans la littérature comme une "tempéte cytokinique".

Dans le second scénario, nous avons cherché a reproduire l'effet provoqué par deux
injections répétées de LPS séparées par des intervalles de temps que nous avons fait
varier. Les résultats de ces expériences nous ont conduit a la simulation de la "tolérance
a I'endotoxine”, phénomene qui a été décrit et analysé dans la littérature ces derniéres
décennies. La boucle de rétro-controle qui a été identifiée comme responsable de ce
phénomene est celle de IRAK-M.

Dans le dernier scénario, nous nous sommes intéressés au role de mTOR dans
la régulation de la réponse de TLR4. Les résultats obtenus nous ont montré qu'une
inactivation de la voie mTOR pendant une réponse inflammatoire provoque la quasi
inhibition de la production de IL-10, et une augmentation de la production de cytokines
pro-inflammatoires, suggérant une réponse inflammatoire disproportionnée. Il a été
observé que l'inhibition du complexe mTOR est suivie d'une augmentation de la
production de IL-18 qui peut étre expliquée par le remplacement de CREB par NF«xB
au niveau du co-activateur de transcription CBP. Ces résultats, en accord avec ce
qui est observé dans la littérature [65, 123, 124], suggerent que la dérégulation du
pathway mTOR peut provoquer un déséquilibre entre la production de cytokines pro-
et anti-inflammatoires, conduisant a la perturbation de I’homéostasie immunitaire.

5.3 Perspectives

Avant tout, il est important de garder a 'esprit qu’il serait trop réducteur de lier le
dysfonctionnement de la voie mTOR a la pathogénese du sepsis, puisque nous nous
sommes focalisés dans cette these sur la voie TLR4. Par conséquent, d’autres voies
liées a I'initiation de la réponse inflammatoire devront étre étudiées.

Les résultats obtenus via 1’analyse transcriptomique comparative sont a prendre
avec précaution, compte tenu du faible nombre de sujets inclus. Ces résultats pour-
raient étre confirmés par une étude temporelle complémentaire de grande envergure
menée en services de réanimation sur des sujets atteints de sepsis. Une telle étude
fournirait des informations précises sur la cinétique des mécanismes mis en jeu lors
d"un sepsis.

L'utilisation de Logml a facilité I'exploration de la voie de signalisation TLR4. Pour
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faciliter sa prise en main, il est prévu de doter cet outil d"une interface d’édition de
graphes. Logml pourrait ainsi étre utilisé pour la création, 1'édition et la simulation de
réseaux biologiques.

Ces résultats encourageants ouvrent des perspectives pour une nouvelle fenétre
de recherche dans le domaine du sepsis. Au vu de sa probable implication dans la
régulation de la réponse inflammatoire, la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR
devrait étre intégrée a la voie TLR4 au méme titre que les voies MyD88-dépendantes
et indépendantes.
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ANNEXE

ONTOLOGIE GRAPHIQUE

Cette ontologie graphique a été utilisée dans le cadre de cette these afin de définir :

les types d’entités
les types de statuts d’activation de ces entitées
les relations entre les entités
les compartiments biologiques
les processus biologiques

les opérateurs logiques

I <protein label> l

/<gzne Iabzl>/

<protein set label>

<small molecule label>

<complex label>

<entity label>

-------------

drug label

<Activation status>

active state

inactive state

<biological compartment>

<biological compartment>

<biological compartment>

<Relations>

catalyze
inhibit
activate

set to member link

autodephosphorylation

transport

transcription

translation

ubiquitination

® 60600

catalysis

<process label>

0 unknown

@ autophosphorylation 6 secretion

@ dephosphorylation

phosphorylation

o oligomerisation

<Processes>

@ oxidation

0 cleavage
0 inibition

dissociation

@ wcoaion

<Logical operators>

Figure A.1 — Ontologie graphique utilisée dans le cadre de cette these.
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ANNEXE

GRAPHE LOGIQUE DE LA VOIE TLR4 ET DE SES
BOUCLES DE RETRO-CONTROLE
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ANNEXE B. GRAPHE LOGIQUE DE LA VOIE TLR4 ET DE SES BOUCLES DE
RETRO-CONTROLE

T

Figure B.1 — Graphe logique de la voie TLR4 et de ses boucles de rétro-controle.
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ANNEXE

VALEURS INITIALES DU MODELE LOGIQUE

Entités Valeur qualitative initiale (x;(ko))

LPS

TLR4
TIRAP
MyD88
IRAK4
IRAK1/2
TRAF6
TAK1
MKK3/MKK6
MKK4/MKK7
p38/MAPK
JNKs

AP-1

IKK

IkBa

NFkB

CBP

TNF«

IL-18

LBP

MD-2

CD14
TRAM
TRIF
TRAF3

o

O OU1U101UI O OO OUTOOOOOOOU1To oo Ulo
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ANNEXE C. VALEURS INITIALES DU MODELE LOGIQUE

Suite du tableau C.1

Entités ~ Valeur qualitative initiale (x;(ko))
TBK1/IKKE
IRF3/7
RIP1

IFNs

IL-10
CREB1
PI3K
PTEN
PDK1
mTORC2
AKT

TSC

GTP :Rheb
mTORC1
Sék
GSK3p
STAT3
Rapamycin
IL1IR1
TNFR1
TRADD
TRAF2
IL10R
IFNAR
TYK2
SOCS
JAK1
STAT1/2
IRF9
ISGF3
ILIRAP
A20
CXCL10
IRAK-M
SARM

Tableau C.1 — Valeurs initiales attribuées pour chaque entité du
modele logique.

@)
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ANNEXE

EQUATIONS LOGIQUES DE LA VOIE TLR4

Entités biologiques (x;) Equations logiques (f/}°™)

LPS (k+1) OR((Infusion of LPS 1, LPS)(k), (Infusion of LPS 2, LPS)(k))
AND((LPS, TLR4)(k), (CD14, TLR4)(k), (MD-2, TLR4)(k), (LBP,
TLR4 (k+1) TLR4)(((k)) )(k), ( )(k), ( )(k), (
TIRAP (k+1) Constante
OR(AND((TIRAD, MyD88)(k), _ (ILR4,  MyDB88)(K),
MyD88 (k + 1) NOT((SOCS,  MyD88)(k))),  AND((IL1R1,MyD88)(k),
(ILIRAPMyDS8)(k)))
RAKA (k+ 1) (MyD88,IRAKA)(K)
IRAKL/2 (k+1) AND((IRAK4IRAKT /2)(k), NOT((IRAK-M,IRAK1/2)(k)))
TRAF6 (k+1) Constante
TAKL (k4 1) AND(OR(AND((IRAK1/2,TAK1)(K), _ (TRAF6,TAK1)(K)),

(TRIF,TAK1)(k)), NOT((SOCS,TAK1)(k)))
MKK3/MKK6 (k+1) | (TAKI,MKK3/MKK6)(k)
MKK4/MKK7 (k+1) | (TAKI,MKK4/MKK7)(k)

p38/MAPK (k+ 1) (MKK3/MKK6,p38/MAPK)(k)

JNKs (k + 1) (MKK4,/MKK7,JNKs)(k)

AP-1 (k+1) AND((p38/MAPK,AP-1)(k), JNKs,AP-1)(k))

KK (k+ 1) OR((TAKLIKK)(K), (RIP1IKK)(k), AND((TNFRLIKK)(k),
(TRAF2,IKK)(k), (TRADD,IKK)(k), NOT((A20,IKK)(k))))

TkBa (k + 1) OR(NOT((IKK,IkBa)(k)), (NFkB,IkBa)(k))

NFKB (k + 1) NOT(AND((IkBa,NFkB)(k)))

CBP (k+1) (IKK,CBD)(k)

AND((NFkB, TNFa)(k), (CBP, TNFa)(k), OR((AP-1, TNFa)(k),

TNFa (k+1) NOT((CREB1, TNFa))))
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ANNEXE D. EQUATIONS LOGIQUES DE LA VOIE TLR4

Suite du tableau D.1
Equations logiques ( fi’;"d" )

Entités biologiques (x;) ‘

AND((NFKB, IL-1b)(k), (CBP, IL-1b)(k), OR((AP-1, IL-1b)(k),

IL-1b (k +1) NOT((CREBI, TL-1b)(K))))
LBP (k+1) Constante
MD-2 (k+1) Constante
CD14 (k+1) Constante
TRAM (k+1) Constante
AND((TRAM, TRIF)(k), (TLR4, TRIF)(k), NOT((SARM,
TRIF (k + 1) TRE)
TRAF3 (k + 1) (TRIF, TRAF3)(K)
TBK1/IKKE (k1 1) (TRAF3, TBK1/IKKE)(k)
IRF3/7 (k + 1) (TBK1/IKKE, IRF3/7)(k)
RIPT (k + 1) AND((TRIE, RIP1)(K))
IFNs (k1 1) (IRF3/7, IENs)(k)
110 (k+ 1) AND((CREB1, IL-10)(k), NOT((NFKB, IL-10)(k)), (STAT3, IL-
10)(k), (CBP, IL-10)(k))
CREBI (k + 1) NOT((GSK3b, CREB1)(K))
PI3K (k + 1) (TLR4, PI3K)(K)
PTEN (k+1) Constante
PDK1 (k + 1) AND(NOT((PTEN, PDK1)(K)), (3K, PDK1)(k))
mTORC2 (k+1) Constante
AKT (k+ 1) AND((mTORC2, AKT)(k), (PDK1, AKT)(K))
TSC (k+ 1) NOT((AKT, TSC)(k))
GTP :Rheb (k + 1) NOT((TSC, GTP :Rheb)(k))
AND({(GTP  :Rheb, mTORCI1)(k), NOT((Rapamycin,
mTORC1 (k + 1) mTOIg(Cl) ) pamy
p70s6k (k + 1) (mTORC1, p70s6K)(K)

GSK3b (k+ 1)

NOT((p70s6k, GSK3b)(k), (AKT, GSK3b)(k))

STAT3 (k + 1)

AND((TYK2, STAT3)(k), JAK1, STAT3)(k), OR((IFNAR,
STAT3)(k), (IL10R, STAT3)(k)))

Rapamycin (k+ 1) Constante
Infusion of LPS1 (k+1) | Perturbation
ILIR1 (k+1) (IL-1b, IL1R1)(k)
TNFRL (k + 1) (TNFa, TNFR1)(K)
TRADD (k+1) Constante

TRAF2 (k+1) Constante

ILI0R (k+ 1) (IL-10, IL10R)(K)
IFNAR (k + 1) (IFNs, IENAR) (k)
TYK2 (k+1) Constante

SOCS (k+1)

(STAT3, SOCS)(k)
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Entités biologiques (x;)

Suite du tableau D.1

Equations logiques ( f]!]lode)

JAKI (k+1) OR(NOT((SOCS, JAK1)(k)))
AND((TYK2, STAT1/2)(k), JAK1, STAT1/2)(k), OR((IFNAR,

STAT1/2 (k+1) STAT1,/2)(k), (IL10R, STAT1/2)(k)))

IRF9 (k + 1) (STAT1/2, IRF9)(k)

ISGF3 (k + 1) (IRF9, ISGF3) (k)

ILIRAP (k+1) Constante

A20 (k+1) Constante

CXCLI0 (k + 1) (ISGF3, CXCL10)(K)

IRAK-M (k+1) (NFKB, IRAK-M)(k)

SARM (k +1) (NFkB, SARM)(k)

Infusion of LPS2 (k+1) | Perturbation

Tableau D.1 — Equations logiques générées par Logm! définissant
chaque entité du modele logique.
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