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DEBATS

Physiologie, une science qui se réveille

Bernard Swynghedauw, Pascale Mansier

La physiologie ou biologie intégrée se trouve confrontée
aux immenses acquils fournis par les différents
programmes génomes et se doit de retrouver un second
souffle. (1) Les dévelopements récents des techniques de
transfert génique, en particulier de la technologie
transgénique, ont permis la mise en ceuvre d’une véritable
physiologie inverse ; encore faul-il que cette physiologie
prenne en compte la totalité de organisme et inclue non
seulement les modifications attendues de Uexpression
phénotypique, mais aussi diverses transrégulations ou des
changements liés au développement. (2) L'étude des
oscillateurs biologiques sur organisme entier (les rythmes
cardiaques, respiratoires...) ou a Uéchelon cellulaire (les
oscillations du calcium ow de 'AMPc) connait un

ieille dame désintégrée
depuis une décennie par
les assauts de la toute puis-
sante biologie moléculaire
et de la non moins prédo-
minante génétique moléculaire, la
physiologie («étude de la logique de
la nature» est la traduction littérale
des caracteres chinois utilisés pour
définir la physiologie ; « biologie inté-
grée » serait plus adapté [1]) se doit-
elle de retrouver un nouveau souftle ?
Cette quéte est réclamée par d’autres
disciplines. Rien ne sert en effet de
fabriquer quelque subtile construc-
tion censée inhiber le récepteur de la
thrombinine type 2b sous-type 02, si
l'on ne peut trouver quelqu’un qui
n’ait pas trop peur du sang, sache
faire un point de suture, isoler une
anse intestinale, et puisse mesurer de
facon fiable une pression artérielle,
un débit rénal chez le chien, le singe
voire la souris. La toute naissante
génomique fonctionnelle [2], si elle

s cherche a intégrer a grand renfort de
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bio-informatique des données — tota-
lement non fonctionnelles puisqu’il
s’agit en regle d’ARNm - se devra
bien un jour ou l'autre de devenir
réellement physiologie ou biologie
intégrée. Reste enfin cet incompa-
rable outil qu’est la technologie
transgénique, la aussi la demande est
immense ; elle vient a la fois des bio-
logistes cellulaires, qui qualifient de
fonction une modification morpholo-
gique nanométrique dont la significa-
tion est elle-méme hypothése de tra-
vail, et des généticiens qui se
contentent le plus souvent d’un chan-
gement d’expression pour conclure.
L’ambiguité du terme «phénotype »
témoigne d’ailleurs de ce déficit
puisqu’en pratique, on entend par la
essentiellement PARNm et la pro-
téine, alors qu’étymologiquement
parlant ce terme devrait étre réservé
a la seule fonction.

Encore faudraitil qu’il y ait encore des
physiologistes ! Les milieux scienti-
fiques se reproduisent par clonage et

développement récent, lié aux progres de Uinformatique. 11
y a maintenant des outils

permettant divers types d’analyse non linéaire et surtout
d’analyses croisées. (3) La génomique fonctionnelle

qui est un produit de la génomique structurale

Journit un outil d’intégration complet de Uactivité
cellulaire. Cet outil est pour le moment essentiellement
limité aux transcrits, mais il deviendra rapidement
applicable aux protéines, et aux fonctions.

Le projet Physiome, proposé par certains,

doit d’abord permettre Uaccessibilité a tous des données
dont certaines sont encore confidentielles,

il devrait ensuite permettre l'intégration

de ces domnées dans des systemes plus complets.

I’effondrement d’une discipline
entraine rapidement sa non-représen-
tation dans les différentes instances
chargées dudit clonage. Il faut ensuite
de la part des représentants des disci-
plines nouvelles une exceptionnelle
prescience ou un trop rare héroisme
pour soutenir des candidatures aussi
hétérodoxes. Mais encore faudrait-il
qu’il y ait aussi des physiologistes au
fait des acquits de la biologie contem-
poraine. Les physiologistes sont eux-
meémes les premiers responsables de la
décadence de leur propre spécialité.
On entend en effet encore beaucoup
trop de plaidoyers pro domo émis au
nom de la physiologie intégrée, souli-
gnant les méfaits du réductionnisme
ambiant, mais ignorant superbement
les récents acquits du Programme
Génome et refusant avec hauteur, par-
fois méme au nom de la morale (sic !),
les explorations physiologiques faites
sur des animaux transgéniques.

On peut légitimement se poser la
question de savoir s’il est si néces-
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saire de dépenser beaucoup d’éner-
gie pour sauver ce navire en perdi-
tion. Allen Cowley, le nouveau prési-
dent de 1’American Society of
Physiology, 1a toute puissante proprié-
taire des 8 ou 10 American Jowrnal of
Physiology, a lui-méme tout récem-
ment soulevé le débat [3]. Le Long
Range Planning Committee [4] devine
une lueur sous les nuées actuelles
(The sun breaks through the clouds: a
bright future for physiology). La cardio-
logie, discipline-frontiére par excel-
lence, s’est préoccupée du pro-
bléme, et I’ American Heart Association
[5] a créé une structure de travail a
cet effet. On se propose ici de déli-
miter quelques pistes susceptibles de
renouveler la discipline (sinon ses
structures), et de répondre aux
besoins d’intégration qui se font
maintenant jour de facon plus pres-
sante. Ces pistes conduisent naturel-
lement a des projets comme le projet
Physiome [6, 7] qui sera détaillé
ultérieurement.

I Physiologie inverse

La premiere de ces pistes est liée au
développement et a la banalisation
des techniques de transfert génique
qui deviennent maintenant plus
accessibles. Le renouveau, déja évo-
qué par d’autres [3], est ici a la fois
conceptuel et technique.

Les possibilités offertes par les tech-
niques de transfert génique (ou de
mutagenese dirigée) ont permis de
développer une nouvelle approche
de la physiologie que I'on pourrait
qualifier d’inverse et qui consiste a
modifier une fonction en changeant
le géne qui en a la responsabilité. Par
opposition, le point de départ en
physiologie classique est une fonc-
tion, les génes déterminant ladite
fonction n’étant qu’hypotheses de
travail. Les transferts géniques se fai-
sant habituellement chez la souris, il
s’en est suivi une demande accrue
d’informations sur la physiologie,
jusque-la méconnue, de ce murin
(qui n’est pas qu’'un petit rat comme
on I'a d’abord pensé [8]).

Sur un plan strictement physiolo-
gique, la technologie transgénique a
permis de confirmer, parfois d’infir-
mer, le role déterminant de trés
nombreux genes dans diverses fonc-
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tions physiologiques, mais elle a éga-
lement fourni des renseignements
témoignant de la mise en jeu de
fonctions jusqu’alors méconnues, en
particulier de transrégulations, ce qui
a permis de développer de nouveaux
concepts, en réceptologie en particu-
lier (discuté dans [9]).

Physiologie
des oscillateurs

La seconde voie est liée au dévelop-
pement et a la banalisation des outils
informatiques, qu’il s’agisse d’outils
d’analyse, ou d’analyse croisée non
linéaire des oscillateurs biologiques,
ou d’outils permettant d’étudier les
systemes biologiques comme des
ensembles. Ces outils peuvent étre
dérivés de la théorie du chaos, mais
cette théorie ne recouvre pas la tota-
lité des moyens d’analyse non
linéaires [10] ; elle a ses limites et sur-
tout ses insuffisances quand elle est
appliquée a la biologie. Cet article
n’étant pas une revue sur le chaos et
les systemes non linéaires, le lecteur
qui souhaiterait se rafraichir la
mémoire sur ce sujet pourra se réfé-
rer a deux ouvrages de base: le livre
de Berger et al. [11] et la revue de
Physiological Review par Elbert et al.
[12].

L’étude des oscillateurs biologiques
est un des fondements de la physio-
logie puisqu’elle intégre, en fonction
du temps, les différentes compo-
santes phénotypiques. Le cycle respi-
ratoire, les oscillations de 1’activité
électrique du cerveau (EEG), le
rythme cardiaque (ECG) ou les
variations de la pression artérielle,
I’activité physique inconsciente,
voire certains rythmes circadiens ou
ultradiens ont la particularité de
pouvoir étre enregistrés en perma-
nence chez 'homme comme chez
I’animal [13]. Les variations
cycliques de 'AMPc ou du calcium
intracellulaire sont d’abord tech-
nique plus difficile ; leur étude dyna-
mique a néanmoins été entreprise
par quelques biologistes précurseurs
et un peu marginaux [14]. Tous les
oscillateurs biologiques sont le reflet
d’interactions complexes intégrées
de divers systemes biologiques. Tous
enfin interagissent les uns avec les
autres.

Sur organisme entier

On peut rechercher les principaux
déterminants directement en cause
dans le fonctionnement d’un oscilla-
teur, c’est-a-dire par exemple en ce
qui concerne le rythme cardiaque, le
systéme nerveux central, les arcs
réflexes médullaires et les récepteurs
périphériques (figure I1). La technolo-
gie transgénique est dans ce domaine
irremplacable.

L’ECG, I'EEG, le rythme respiratoire,
et probablement la plupart des rythmes
circadiens ont paradoxalement la parti-
cularité d’avoir une activité relative-
ment réguliere et reproductible d'un
individu a l'autre et méme d’une
espece a l'autre. En d’autres termes la
dynamique de ces oscillateurs, si elle est
complexe, a la particularité d’aboutir a
un état stable. Le rythme cardiaque,
par exemple, est au repos a 70 batte-
ments par minute chez tous les
hommes; il peut passer a 90-100 a
I’exercice, mais retourne rigoureuse-
ment a 70 4 arrét de I'effort. Ses varia-
tions, au repos ou a 'effort, ne dépas-
sent pas 10% a 20% (figure I1). Tout
écart hors de ces normes est du
domaine de la pathologie.

Il est difficile, et controversé, de
mettre en évidence un ordre non
linéaire, voire chaotique, dans la plu-
part des oscillateurs nonobstant la
multiplicité des parametres mis en
cause, ces difficultés reflétant a la fois
les limites des techniques disponibles
et la complexité des phénomeénes
biologiques. Les divers oscillateurs
biologiques interréagissent en effet
les uns avec les autres. Le rythme
sinusal cardiaque est, lui-méme, le
reflet, partiel, d’autres oscillateurs
comme le rythme respiratoire, les
variations de la pression artérielle (le
baroréflexe) et les rythmes circadiens
(figure 2). Les techniques d’analyse
croisée sont ici indispensables [15].
Sur un plan presque philosophique,
il est évidemment tentant d’affirmer,
et certains I'ont fait [16], que la vie,
la santé, la jeunesse sont liées a la
complexité, au non-linéaire, au
chaos, et que, a I'inverse, ’approche
de la mort, la maladie, la sénescence,
sont caractérisées par des oscillations
de moins en moins prononcées et de
plus en plus réguliéres, mais cette
déclaration de principe, si elle a
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Figure 1. Les principaux détermi-
nants biologiques du rythme car-
diaque. De haut en bas: le cortex
cérébral, la moelle épiniére, les relais
ganglionnaires, les récepteurs adré-
nergiques et muscariniques myocar-
diques, les variations de l'intervalle
RR (celui qui sépare deux battements
sur un ECG) et leur analyse spec-
trale. B1AR: récepteur (31 adréner-
gique,; M2R: récepteur muscari-
nique.

quelque chance d’étre vraie,
demande pour l'instant a étre confir-
mée par les faits. La frontiére entre
le désordre stochastique et ’ordre
chaotique n’est pas, par définition
—le chaos se définissant comme une
organisation qui a les apparences du
désordre — évidente.

La description la plus compléte d’un
systétme déterministique, comme un
systtme biologique, disons le rythme
cardiaque [13], se fait en construisant
un espace de phase, c’est-a-dire un sys-

sessssssm tcme coordonné dont les axes sont
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des variables indépendantes du sys-
téeme a I’étude [12]. Ce sont, dans
I’exemple classique du pendule,
I’angle et la vitesse angulaire. Il s’agit
dans ce cas d’un systéme a deux
dimensions. Mais en biologie, bien
évidemment, il y a plusieurs pendules
dont les balancements sont interdé-
pendants, et le nombre de variables
est infiniment plus élevé. La est tout le
probléme; les outils capables d’appré-
hender avec certitude la dimension
de systemes a trés grande dimension
sont nombreux, trop nombreux (dis-
cuté dans [12]), et il parait évident
que, pour l'instant, le recul manque
encore pour que I'on puisse considé-
rer tel ou tel algorithme comme étant
I’évangile (ou plutot le papier bible!).
Une des conclusions de la quasi-tota-
lité des articles consacrés a 1’analyse
non linéaire de systémes biologiques
est qu’il n’existe pas un seul test qui
soit capable de caractériser a lui seul
un systeme biologique dans sa totalité.
Il est nécessaire d’utiliser une batterie
de tests [12, 13, 17].

A Péchelon cellulaire

Les propriétés rythmiques des sys-
témes biologiques sont connues
depuis tres longtemps [18], ce type
d’oscillateurs est néanmoins encore
assez peu étudié [14], bien qu’a priori
les déterminants y soient plus simples.
La mise en évidence indiscutable de la
structure chaotique d’un rythme bio-
logique a probablement été faite la
premiére fois en analysant les oscilla-
tions de la concentration en AMPc
chez 'amibe Dictyostelium discoideum et
leurs relations avec le développement
de cette espece tres particuliere [14].
Cette amibe passe, en effet, au cours
de son développement d’un stade uni-
cellulaire a un stade pluricellulaire
(acrasie) grace a I’émission périodique
d’un signal AMPc. La périodicité de ce
signal a une dynamique chaotique qui
a la forme d’un attracteur étrange et
survient a des instants précis sur un
diagramme de bifurcation. Ce type de
structure dynamique a également été
retrouvé pour les oscillations de la gly-
colyse. D’autres exemples ont été four-
nis dont les oscillations de la concen-
tration du calcium cytosolique [14].

La microcirculation a fourni a
I’équipe de T. Griffith [19] un maté-

riel privilégié pour démontrer 1’orga-
nisation chaotique de la vasomotri-
cité. La pulsatilit¢ du flux sanguin
artériolaire est irréguli¢re, et ces irré-
gularités sont dues a la fois a la com-
plexité des facteurs réglant la vaso-
motricité et a celle des facteurs
rhéologiques. Les variations de la
pression artériolaire ont une dyna-
mique chaotique et, dans des condi-
tions physiologiques, cette structure
dynamique est indépendante du
niveau de pression puisque la dimen-
sion de corrélation du systeme reste
la méme quel que soit le débit, souli-
gnant bien qu’il s’agit d’une pro-
priété intrinséque au systéme. A
I’inverse, on peut modifier cette
dimension de corrélation par des
manipulations pharmacologiques.
Les systémes chaotiques sont, par défi-
nition, sensibles aux déterminants ini-
tiaux (le célebre battement des ailes
d’un papillon en Australie qui crée
une tempéte en Alaska), la mise en
évidence d’une dynamique chaotique
rend compte des effets inattendus
d’une petite manipulation pharmaco-
logique. Ladite micromanipulation
peut changer gravement la dynamique
d’un systtme de plusieurs manieres:
(1) certains systémes fonctionnent au
moyen de plusieurs attracteurs,
comme la vasomotricité artériolaire, et
I’intervention pharmacologique en
supprimant I'un de ces attracteurs va
modifier du tout au tout la dynamique
préexistante; (2) la dynamique peut
étre organisée sur un attracteur possé-
dant deux ailes, comme I’attracteur de
Lorenz, et la manipulation pharmaco-
logique entraine le passage de l'une a
I'autre «aile » de 'attracteur; (3) enfin
il est des systemes, comme le rythme
cardiaque sinusal, qui fonctionnent
probablement a I’état normal selon
une dynamique linéaire [20], et la
molécule, ou la manipulation physio-
logique, induisent une bifurcation, et
I'apparition d’un attracteur étrange...
Tout reste a faire !

La génomique
fonctionnelle,
nouvelle branche
de la physiologie ?

Reste enfin la génomique fonction-
nelle elleeméme qui, lorsqu’elle utili-
sera les protéines pourrait devenir un
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Figure 2. Les principaux oscillateurs biologiques dont I’activité interfére avec
celle du rythme sinusal cardiaque. Les variations du rythme sinusal (au
centre, en intervalles RR) dépendent des variations de la pression artérielle
(en haut et a gauche, ondes de Mayer et baroréflexe), de basse fréquence, de
celles de la respiration (en haut et a droite, d’origine vagale), de fréquence
élevée, et des rythmes circadiens (en bas, de trés basse fréquence). Tout a
fait en bas du schéma: analyse spectrale du rythme cardiaque (transformée

de Fourier) montrant les trois groupes d’oscillations sus-décrits.

fantastique outil de compréhension
intégrée. Cette nouvelle branche de la
génétique se définit par opposition a
la génomique structurale. On entend
généralement par la le développe-
ment ou ’application d’approches
expérimentales globales (aux niveaux
génomiques ou systémiques) ayant
pour objet I’étude de la fonction des
génes en utilisant les informations et
les réactifs fournis par la génomique
structurale [2]. On connait mainte-
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nant la quasi-totalité des genes de Sac-
charomyces cerevisiae. En utilisant la
technique des puces a ADN, ces geénes
peuvent étre isolés et collés sur des
plaques. On peut ensuite hybrider ces
plaques avec de I’ARN isolé a partir
de levures soumises a un régime
déterminé. La suppression du glu-
cose, par exemple, induit la surex-
pression de 893 geénes et réprime
I'expression de 1233 genes [21].
Notre bon vieux cycle de Krebs doit

étre completement redessiné, pour ne
s’en tenir qu’a lui. Il faudra par
exemple au physiologiste repenser
I’effet Pasteur d’'une maniere radicale-
ment différente de celle qu’il a eu
I’habitude d’enseigner. L’activité de
ces enzymes n’est plus en effet le seul
élément a prendre en compte, mais
aussi, et ¢’est nouveau, leur concentra-
tion qui est, probablement, loin d’étre
stationnaire. Ce genre de méthodes est
maintenant appliqué chez ’homme,
grace a des «kils», relativement oné-
reux (et dont la fiabilité demande sou-
vent a étre controlée) [22].

Le développement des techniques
directement issues du Programme
Génome Humain a engendré une
multitude de nouvelles techniques de
ce type — Expressed Sequence Tags (EST),
Serial Analysis of Gene Expression
(SAGE), etc. — qui, combinées a un
acces de plus en plus aisé aux banques
de données (Internet cloning) fournis-
sent une ahurissante accumulation de
données. Récemment, la revue Circu-
lation, dans un des plus longs articles
de son histoire [23], a rendu
publiques plusieurs dizaines de mil-
liers de transcrits exprimés dans le sys-
teme cardiovasculaire. La moitié seu-
lement de ces séquences a été
identifiée dans une banque de don-
nées. Ce matériel doit maintenant
étre organisé pour le rendre fonction-
nel. Des exemples identiques se
retrouvent dans tous les domaines, en
particulier en cancérogenése [24].

Il ne s’agit pas ici de faire de la chéla-
tion forcée et de vouloir faire entrer
cette nouvelle discipline dans le giron
d’une vieille meére physiologie. La
génomique fonctionnelle est claire-
ment une sécrétion de la génomique
structurale, pas de la physiologie. Par
ailleurs la génomique fonctionnelle
n’utilise que des transcrits [2], et les
seules fonctions que 'on peut ainsi
réellement étudier sont celles des fac-
teurs de transcription, il serait évi-
demment abusif de considérer ce
genre d’abord comme physiologique.
Il n’existe pas, pour le moment, de
protein microarrays, mais on peut facile-
ment prédire qu'un tel outil sera rapi-
dement disponible. La fonction
macroscopique des transcrits orphe-
lins (en particulier ceux qui sont ana-
logues a des séquences connues pour
coder pour des détecteurs universels
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sensibles a I'étirement, a la pression
ou au volume [25], peut elle-méme
étre étudiée en utilisant la technolo-
gie transgénique, et c’est probable-
ment a ce moment que le lien avec la
physiologie deviendra possible.

I1 est certain que le temps est venu de
développer des outils, informatique et
banque de données, permettant
d’intégrer les données fournies par le
programme génome ou celles accu-
mulées récemment dans tous les
domaines de la pathologie (un bon
exemple en est le remodelage car-
diaque) [26]. Cette évidence est a
lorigine de plusieurs projets, publics
ou privés, comme le projet physiome
[6]. La premiére étape de ces projets
est de rendre accessible a la totalité de
la communauté scientifique l’en-
semble des données relatives au
génome, c’est loin d’étre fait. La
seconde étape sera bien entendu
Iintégration de ces données au sein
de systemes diment identifiés et
localisés, comme c’est déja le cas
pour le pace-maker cardiaque par
exemple [27] m
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Summary

A new jouvence in physiology

Physiology, or integrative biology,
is currently facing the enormous
accumulation of data produced by
the genome programmes, and has
to find new jouvences. Several
areas were proposed in this article.
(1) Several progresses in gene
transfer technology, including
transgenic technology, gave rise to
a new concept, namely reverse phy-
siology. Nevertheless, reverse phy-
siology has also to account for
transregulations and developmen-
tal modifications. (2) Studies on
biological oscillators, either at the
organ level (cardiac or respiratory
rhythms) or at a cellular level (cal-
cium or cAMP oscillations) were
recently developed using new com-
puter programmes that facilitate
both non linear analysis and cross-
analysis. (3) Functional genomics
derived from genomics, neverthe-
less it is for the moment limited to
transcripts. It should become a
tool to study and integrate the
whole cell activity providing pro-
teins and function could be
approached in the same way. The
Physiome project is one of the pro-
jects that aim to both facilitate
access to data from the genome
project and to develop integrative
programmes.
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