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A
tes JFPC 2005Inférer et simuler un modèle biologiquedé
rivant l'adhéren
e entre 
ellulesFabien Corblin 1,2, Eri
 Fan
hon 1, Laurent Trilling 2

1 LCM et LIM, Institut de Biologie Stru
turale Jean Pierre Ebel,CEA-CNRS-Université Joseph Fourier,41, rue Jules Horowitz, 38027 Grenoble Cedex 1, Fran
e,
2 IMAG-LSR, Université Joseph Fourier BP 53, 38041 Grenoble Cedex 9, Fran
elaurent.trilling�imag.frRésuméL'adhésion entre 
ellules joue un r�le 
ritique dans laformation des tissus et des organes. Elle intervient aussidans le 
ontr�le des leu
o
ytes traversant l'endothéliumdes vaisseaux sanguins. Notre 
onnaissan
e de 
e phéno-mène est a
tuellement partielle. Même si 
ertaines pro-téines impliquées et leurs intera
tions sont identi�ées,d'une part d'autres intervenants restent 
ertainementà dé
ouvrir et d'autre part les valeurs des paramètres
inétiques doivent être déterminées. De tels problèmesrendent né
essaires des modélisations qui ÷uvrent au ni-veau qualitatif et qui fournissent au biologiste une largepalette de fon
tionnalités, allant de l'inféren
e de mo-dèles à partir de données 
omportementales, à la simu-lation, en passant par la véri�
ation de propriétés et laproposition d'expérien
es signi�
atives.La Programmation Logique ave
 Contraintes (PLC)apparaît a priori 
omme un très bon 
andidat fa
e à 
etteproblématique dans la mesure où elle propose une seulespé
i�
ation pour plusieurs besoins. Nous présentons ladé�nition et la mise en oeuvre en PLC d'un type bienidenti�é de modèles : les réseaux logiques asyn
hronesmultivalués dus à R. Thomas, en soulignant l'intérêtde la 
omposition de 
ontraintes (booléennes et numé-riques). Nous illustrons les 
apa
ités multi-fon
tionnellesde 
ette appro
he en étudiant un sous-système relatifà l'adhésion 
ellulaire représenté 
omme un réseau lo-gique. Nous nous intéressons parti
ulièrement à la pré-sen
e d'états stationnaires et à 
elle de 
omportementsréparateurs de l'adhéren
e après une perturbation.

1 Introdu
tionAve
 le développement de projets systématiques detype génomique, la quantité de données molé
ulairesexplose. Il est à présent 
lair que la biologie est en-trée dans une nouvelle ère dans laquelle tous les 
om-posants molé
ulaires doivent être assemblés dans unsystème pour atteindre de nouveaux niveaux de 
om-préhension.Jusqu'à présent les biologistes synthétisent les résul-tats sous forme de graphes informels a

ompagnés de
ommentaires en langage naturel. La 
ellule étant unsystème 
omplexe, son 
omportement résulte de la dy-namique de réseaux molé
ulaires 
onstitués de bou
lesde rétroa
tion (régulation génétique, régulation allos-térique) et dont les 
omposants interagissent de fa-çon hautement non-linéaire (présen
e de sigmoïdes).A 
ette 
omplexité intrinsèque s'ajoute le fait que nos
onnaissan
es sur un système parti
ulier sont en
oreen général très la
unaires et qualitatives. Pour 
es rai-sons, nous pensons qu'il existe ave
 le développementde la biologie systémique un fort besoin pour de nou-velles méthodes de modélisation et pour des outils des-tinés à aider les biologistes à 
onstruire des modèles depro
essus 
ellulaires, explorer leurs propriétés dyna-miques, inférer des paramètres à partir d'observations
omportementales, générer de nouvelles hypothèses, etfaire des simulations.La démar
he de modélisation employée est la sui-vante : à partir du graphe de réa
tions 
himiques(phosphorylation, déphosphorylation, 
omplexation,et
.) nous dérivons un système d'équations di�éren-



tielles ordinaires en nous plaçant dans le 
adre del'approximation quasi-stationnaire. Bien que le forma-lisme des équations di�érentielles ne soit pas adaptéà un 
ontexte où les paramètres sont totalement in-
onnus ou seulement partiellement 
onnus, nous vou-lons 
onserver le lien ave
 
e formalisme de façon àpouvoir 
onstruire une modélisation plus quantitativelorsque la quantité de données le permettra. Lorsquele système peut se ramener à un système d'EquationsDi�érentielles Linéaires par Mor
eaux (EDLM) la pro-
édure d'abstra
tion développée initialement par R.Thomas et E. H. Snoussi [1993℄ 
onduit à un forma-lisme de réseau dis
ret paramétré permettant d'ana-lyser qualitativement la dynamique de réseau. Les va-riables de 
on
entration ainsi que les paramètres dumodèle deviennent des quantités dis
rètes (booléennesou entières). Dans le même ordre d'idées, un forma-lisme dis
ret pro
he des réseaux de neurones mais éga-lement appliqué aux réseaux génétiques a été proposépar Demongeot [5℄.Notre obje
tif prin
ipal dans 
e papier est de mon-trer, 
omme suggéré dans [2℄, qu'une des
riptionformelle d'un système biologique telle que 
elle deR. Thomas peut être fa
ilement exploitée à l'aided'une implémentation en Programmation Logique parContraintes (PLC). Les avantages d'une appro
hePLC sont (i) que l'implémentation est très pro
hed'une spé
i�
ation formelle, 
e
i permettant de garan-tir la 
orre
tion de l'implémentation, et (ii) que di�é-rentes requêtes peuvent fa
ilement être formulées sur
ette spé
i�
ation grâ
e à sa forme logique. La simu-lation et l'inféren
e de paramètres en sont des 
as par-ti
uliers.Un autre avantage dans notre 
ontexte est qu'unetelle implémentation permet d'exploiter de manière ef-�
a
e des 
onnaissan
es partielles. Chaque observationnouvelle peut être traduite sous forme de 
ontrainteet exploitée de façon à réduire l'espa
e des solutions.D'autre part, même si tous les paramètres du mo-dèle ne sont pas tous instan
iés, on veut pouvoir poserdes questions 
on
ernant l'éventail des 
omportementspossibles (par exemple le nombre maximum d'étatsstationnaires, l'existen
e de 
y
les). Pour réaliser 
estâ
hes il faut tout exprimer en termes de formules lo-giques : la dé�nition des su

esseurs d'un état, les ré-sultats expérimentaux ainsi que les requêtes.Dans notre 
ontexte, les observations sont expri-mées sous formes de 
ontraintes qui dé�nissent un en-semble de solutions (une solution est un modèle donttous les paramètres ont été instan
iés). Ce
i permetdon
 de dé
rire un état de 
onnaissan
e partiel (
'estpourquoi nous parlons d'ensemble de solutions ou demodèle paramétré). N'est in
lus que 
e qui est plei-nement justi�é par les données. D'autre part, le pro-


essus de modélisation peut 
ommen
er sans attendred'avoir déterminé tous les paramètres. Et surtout lemodèle paramétré peut être a
tivement exploité, parexemple pour générer des hypothèses et 
on
evoir dess
énarios expérimentaux. Des propriétés générales duréseau, 
omme le nombre maximum d'états station-naires, peuvent éventuellement être étudiées. La dé-mar
he est intrinsèquement itérative puisque 
haquenouvelle observation permet d'ajouter une 
ontrainteet ainsi réduire l'espa
e des solutions.Ces prin
ipes sont illustrés par la modélisationdu phénomène d'adhésion entre 
ellules endothéliales.Une fois que nous possédons la formalisation logiquedu modèle dis
ret, nous explorons les propriétés dusystème, en parti
ulier, nous essayons d'inférer les va-leurs des paramètres à partir de 
omportements ob-servés. Chaque 
omportement est une 
ontrainte quis'ajoute aux 
ontraintes 
ourantes.L'organisation du papier est la suivante : après une
ourte des
ription du système biologique, nous dé
ri-vons le réseau de réa
tions et ses 
omposants. Dansla se
tion 3 les 
hoix de modélisation et les approxi-mations sont brièvement rappelés. Cela nous permetd'obtenir un système d'EDLM de dimension réduite.La théorie de Thomas-Snoussi [14℄ est introduite et unmodèle est formulé dans 
e formalisme dis
ret. Nousexpliquons 
omment le modèle est implémenté en PLC(Prolog IV [3℄) et donnons des exemples de requêtes.Nous présentons ensuite su

intement une extensiondu formalisme aux états dits singuliers basée sur l'ap-pro
he de Filippov introduite dans 
e 
ontexte par deJong et al. [12℄. Nous donnons aussi des exemples derequêtes dans 
e formalisme étendu. Pour �nir une dis-
ussion sur les 
ara
téristiques de la mise en ÷uvrenous amène à présenter les di�
ultés de modélisationren
ontrées et les voies de re
her
he intéressantes.2 Des
ription du système biologiqueLes parois des vaisseaux sanguins sont 
onstituées demono
ou
hes de 
ellules endothéliales qui forment unebarrière entre le sang et les tissus. Cette paroi, appe-lée endothélium, joue un r�le 
entral dans la régulationdu re
rutement des leu
o
ytes (globules blan
s) au ni-veau des blessures et des in�ammations. Ce 
ontr�les'e�e
tue en déte
tant les 
hangements de 
ompositiondans le voisinage des sites infe
tieux, 
e qui dé
len
hel'expression ou la libération à la surfa
e de la 
elluled'une variété de médiateurs.Les jon
tions entre les 
ellules endothéliales (jon
-tions adhérentes) résultent de l'intera
tion entre lesprotéines de VE-
adhérine (Vas
ular EndothéliumCadherin) qui sont spé
ialement exprimées au niveaudes jon
tions. Les VE-
adhérines sont dire
tement res-



ponsables de la maintenan
e de la perméabilité de l'en-dothélium [10℄ et du 
ontr�le du tra�
 des leu
o
ytesdu sang vers les sites d'in�ammations [11℄. Un 
onta
trappro
hé entre des leu
o
ytes et les 
ellules endothé-liales entraine la sé
rétion de protéases par les leu-
o
ytes, et ainsi un 
livage lo
al des VE-
adhérines.Ce
i 
onduit à une 
assure des jon
tions adhérentes,et permet la migration des leu
o
ytes à travers l'endo-thélium. Pour éviter une a

umulation de 
es derniersdans les tissus in�ammés, l'endothélium doit être res-tauré.Nous nous intéressons dans 
e papier essentiellementà 
e phénomène de re
onstru
tion de l'endothélium.L'équipe de D. Gulino à l'Institut de Biologie Stru
tu-rale (IBS) est 
apable de produire en 
ulture des 
el-lules endothéliales extraites de 
ordons ombili
aux hu-mains. Dans 
es 
ultures les 
ellules se multiplient jus-qu'à 
on�uen
e (formation d'un tapis 
ellulaire join-tif). Le passage de leu
o
ytes à travers l'endothéliumvas
ulaire est simulé sur une 
ulture 
ellulaire en ajou-tant des anti
orps anti-VE-
adhérines qui déstabilisentles jon
tions. Après 
ette perturbation des trous au ni-veau des 
onta
ts entre 
ellules sont observables. Aprèsquelques heures les jon
tions sont réparées. 
'est 
etype d'observation que l'on va exploiter.La stru
ture bio
himique du système est informel-lement illustrée dans la Figure 1. Les VE-
adhérines(variable y sur la �gure) sont des protéines membra-naires ave
 une queue dans le 
ytoplasme et de mul-tiples domaines extra
ellulaires. La β-
aténine est unpartenaire de la VE-
adhérine qui se lie à la partie 
y-toplasmique de 
elle-
i. La Fig. 1 montre son r�le 
en-tral dans l'adhésion. Lorsque la 
on
entration x de β-
aténine 
ytoplasmique augmente, 
elle-
i peut entrerdans le noyau où elle se 
omplexe ave
 des membresde la famille T
f (variable w) qui sont des fa
teurs detrans
ription 
ontr�lant l'expression de 
ertains gènes.Il est probable que 
e dépla
ement dans le noyau estun pro
essus de transport a
tif (par opposition à ladi�usion passive). Le mé
anisme réel est mal 
ara
-térisé et nous 
onsidérerons deux mé
anismes pour lemodéliser.La β-
aténine 
ytoplasmique est dégradée par un
omplexe appelé protéasome. La dégradation protéa-somale est elle-même un pro
essus 
omplexe qui faitintervenir di�érentes protéines. Nous 
onsidérons que
e pro
essus est un module séparé ave
 une simple en-trée, et nous ne le dé
rirons pas i
i.3 Choix de modélisationLa première étape du pro
essus de modélisationest d'extraire un système d'équations di�érentielles defaible dimension. Ce
i a déjà été dé
rit [7℄, aussi nous
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Fig. 1 � Représentation informelle et s
hématiquedu système d'adhésion des 
ellules endothéliales. Cegraphe montre l'ar
hite
ture générale du système. Les
er
les représentent les espè
es 
himiques et les ovalesnoirs les réa
tions 
himiques. φ représente un pro
es-sus de dégradation. Les molé
ules sont distribuées surtrois lieux 
ellulaires : le 
ytoplasme, le noyau et lamembrane plasmique. Les variables de 
on
entration(x, y, z, u, v et w) sont dé�nies par les 
ouples (variablede 
on
entration, dé�nition verbale) 
omme suit : (x,
β-
aténine 
ytoplasmique non-phosphorylée), (y, VE-
adhérine dans la membrane), (z, β-
aténine dans lenoyau 
ellulaire), (u, 
omplexe de β-
aténine et tri-mère de VE-
adhérine), (v, 
omplexe de Lef/T
f et
β-
aténine), (w, fa
teur de trans
ription Lef/T
f). Les�è
hes simples et doubles dénotent respe
tivement desréa
tions irréversibles et réversibles.ne présentons i
i que les prin
ipes. A partir du graphedes réa
tions 
himiques il est possible de dériver unsystème d'équations di�érentielles donnant les taux devariations de la 
on
entration de 
haque espè
es 
hi-miques. Plus pré
isément 
haque équation est le bilandes pro
essus qui produisent une espè
e donnée, et despro
essus qui 
onduisent à faire diminuer la 
on
entra-tion de 
ette même espè
e.Par exemple, 
onsidérons la 
on
entration z de la
β-
aténine dans le noyau. Le taux asso
ié à 
etteespè
e (
f Fig. 1) est informellement donné par :

ż = [transport] + [decomplexation de v]
−[complexation de w et z] − [degradation de z]où le pro
essus de transport est 
ompté parmi lestermes de produ
tion puisque la β-
aténine traverse lamembrane nu
léaire pour aller dans le noyau. Le trans-port est bien sûr 
ompté 
omme un terme de 
onsom-mation pour la β-
aténine 
ytoplasmique (variable x).



Une simpli�
ation majeure est obtenue en 
onsidé-rant que les pro
essus du système agissent à di�érentesé
helles de temps. Le transport, l'expression de gèneset la dégradation sont des pro
essus lents 
omparésaux réa
tions de 
omplexation/dé
omplexation. Cesdernières sont don
 en état quasi-stationnaire à toutinstant, 
e qui signi�e que les 
on
entrations des es-pè
es de 
es réa
tions ont une dérivée nulle. Autre-ment dit 
ertaines 
on
entrations sont liées par unerelation algébrique. Un sous-système de deux variables
x et z peut alors être isolé. Les quatre autres variablespeuvent ensuite être déterminées quand une solutiondu sous-système (x,z) est 
onnue.Le sous-système à deux dimensions est le suivant :







ẋ = kx0 + kx1.σ
+(z, sz1) − kt.ft(x)

−(mx1 + mx2.σ
+(x, sx2)).x

ż = kt.ft(x) − mz.z
(1)Où σ+(x, s) représente une fon
tion sigmoïde 
rois-sante de seuil s, les paramètres k représentent les
onstantes 
inétiques de produ
tion, et les paramètres

m 
eux de dégradation. Notez que dans l'équationpour x le terme de dégradation n'est pas une simple
onstante mx multipliée par x, mais fait intervenirun terme sigmoidal pour prendre en 
ompte le faitque la dégradation des β-
aténines dans le 
ytoplasmen'est pas spontanée mais 
atalysée par le protéasome.Notez aussi que le terme de transport kt.ft(x) appa-rait deux fois, 
omme expliqué pré
édemment. Nousavons 
onsidéré deux manières de représenter qua-litativement le transport mais nous n'en présentonsqu'une dans 
e papier (transport dit 'sigmoïdal') :
ft(x) = σ+(x, sx1).4 Théorie de Thomas-SnoussiGlass [8, 9℄ et Thomas [16℄ ont développé une des-
ription logique de réseaux de régulation génétique.Elle permet d'analyser qualitativement la dynamiquede tels réseaux. Comme nous l'avons déjà dit les équa-tions logiques sont dérivées de systèmes di�érentielslinéaires par mor
eaux de la forme suivante :

ẋj = hj(x1, . . . , xi, . . .) − mj .xj (2)où hj est une somme de produits de fon
tions �mar
hed'es
alier� (positives et négatives) dépendantes des va-riables xi (pouvant in
lure xj elle-même). Les variables
xi peuvent être vues 
omme les 
on
entrations des pro-téines produites par les gènes.La di�éren
e notable entre 
e type d'équations etle n�tre (Eq. 1) est que dans notre 
as le 
oe�
ientdans le terme de dégradation de x n'est pas 
onstantmais 
ontient une fon
tion σ+(x, s). Le traitement de

Thomas-Snoussi peut néanmoins être généralisé pourtraiter des systèmes de 
e type.Un état x du système est dé�ni par un ve
teur (x1,. . ., xj , . . .) et un 
hemin est une séquen
e d'états.L'espa
e des états (des 
on
entrations) est diviséen domaines re
tangulaires par l'existen
e de seuils lelong de 
haque axe xi : dans 
haque domaine Dk lesystème di�érentiel est linéaire, et un point fo
al Fkpeut être asso
ié à Dk : Fk = φ(Dk) (Fk est le pointvers lequel le système tend lorsqu'il se trouve dansle domaine Dk). Un autre aspe
t important est queles paramètres 
inétiques sont, 
omme nous l'avonsdéjà signalé, faiblement 
onnus ou même 
omplète-ment in
onnus. Snoussi, Thomas et leurs 
ollègues[14, 15, 16℄ ont développé une méthode dans laquelle
es paramètres sont dis
rétisés sur l'é
helle dé�nie parles seuils. Cela signi�e que la position des points fo
auxdans l'espa
e 
ontinu n'est pas pré
isément 
onnu, seulest 
onnue le domaine auquel appartient le point fo-
al Fk. Ainsi, les transitions entre domaines peuventêtre établies et le graphe de transitions 
onstruit (lesn÷uds du graphe étant les domaines).Après dis
rétisation, un état X est asso
ié à 
haqueétat x : X = f(x) . L'état X est l'état vers lequel lesystème tend quand il est dans l'état x. Si une seulevariable di�ère entre X et x, 
ette variable 
hange devaleur lors de la transition t → t + 1. Si n variablesdi�èrent entre X et x, n transitions ayant X 
ommeorigine sont 
onsidérées 
ar seulement une variablepeut 
hanger de valeur lors d'une transition. Autre-ment dit, dans le 
adre de 
ette abstra
tion, il est na-turel de 
onsidérer que le réseau est asyn
hrone. Il enrésulte, puisque plusieurs transitions sont possibles àpartir d'un état donné, que l'évolution du système estnon-déterministe.5 Modèles dis
retsLes points fo
aux s'obtiennent en é
rivant qu'en 
espoints les dérivées s'annulent. Pour simpli�er 
es équa-tions nous introduisons les paramètres K suivants :
Kx,0 = kx0

mx1

, Kx,1 = kx1

mx1

, Kx,2 = kt

mx1

,

Kx,3 = kx0

mx1+mx2

, Kx,4 = kx1

mx1+mx2

, Kx,5 = kt

mx1+mx2

,

Kz = kt

mz

,Par ailleurs, une nouvelle approximation est faite,
onsistant à rempla
er les sigmoïdes (σ) par des fon
-tions mar
he d'es
alier (s). L'équation donnant la
omposante X du point fo
al asso
ié à (x, z) devient :
X =

kx0 + kx1.s
+(z, sz1) − kt.s

+(x, sx1)

mx1 + mx2.s+(x, sx2)



On veut éliminer le dénominateur et se ramener àune somme de termes, 
omme expliqué dans la se
-tion pré
édente. Pour 
ela on utilise ensuite le fait que
−s

+ = s
− − 1 et on regroupe les deux 
as x < sx2 et

x > sx2 en une seule équation pour X :






















X = s
−(x, sx2).[(Kx,0 − Kx,2)
+Kx,1.s

+(z, sz1) + Kx,2.s
−(x, sx1)]

+s
+(x, sx2).[(Kx,3 − Kx,5)
+Kx,4.s

+(z, sz1) + Kx,5.s
−(x, sx1)]

Z = Kz.s
+(x, sx1)Suivant Thomas et al. [2001℄, nous dé�nissons desopérateurs de dis
rétisation. Si par exemple, unevariable réelle a possède deux seuils (sSup, sInf ave


sSup > sInf) elle est abstraite en une variable dis
rète
a = d(a) 
omme suit :

a = 0 ⇔ a < sInf

a = 1 ⇔ sInf < a < sSup

a = 2 ⇔ sSup < aNous introduisons les variables dis
rètes suivantes :
X = dx(X), Z = dz(Z), x = dx(x), z = dz(z).Quatre seuils sont présents dans 
e modèle : sx1,sx2,

sz1, sz2 et par 
onséquent quatre paires d'ordre deseuils doivent être examinées : sx1 < sx2 et sz1 < sz2(modèle B1), sx1 < sx2 et sz2 < sz1 (modèle B2), sx2 <
sx1 et sz1 < sz2 (modèle B3), sx2 < sx1 et sz2 < sz1(modèle B4). Le seuil sz2 n'apparait pas dans les équa-tions 
i-dessus (sous-système à deux variables), maison le prend en 
ompte 
ar il est né
essaire pour le sys-tème 
omplet. Les tables de transitions des modèlesB1, B2, B3 et B4 sont données dans Tab. 1, ave
 lesdé�nitions de paramètres suivantes : Ka,i = da(Ka,i),
Ka,i+j = da(Ka,i + Ka,j), Ka,i−l = da(Ka,i − Ka,l),
Ka,i+j−l = da(Ka,i + Ka,j − Ka,l).Il y a neuf paramètres dis
rets K pour 
es quatremodèles, qui sont 
ontraints par leurs dé�nitions :
Kx,0−2 ≤ Kx,0, Kx,0 ≤ Kx,0+1, Kx,0−2 ≤ Kx,0+1−2,
Kx,0+1−2 ≤ Kx,0+1, Kx,3−5 ≤ Kx,3, Kx,3 ≤

Kx,3+4, Kx,3−5 ≤ Kx,3+4−5, Kx,3+4−5 ≤ Kx,3+4,
Kx,3 ≤ Kx,0, Kx,3+4 ≤ Kx,0+1, Kx,3−5 ≤ Kx,0−2,
Kx,3+4−5 ≤ Kx,0+1−2, , Kz = 2. La dernière
ontrainte provient d'une hypothèse biologique. Nousverrons dans la se
tion 7.2 
omment la prouver.6 Mise en ÷uvre du modèle en PLCNous rappelons brièvement les obje
tifs générauxd'une implémentation d'un modèle biologique en PLCpour montrer ensuite la 
on
ision de la mise en ÷uvredes modèles de Thomas en PLC et présenter quelquesrequêtes signi�
atives à la fois biologiquement et dupoint de vue des performan
es .

Tab. 1 � Tables de transition pour les modèles B1, B2(en haut), et B3, B4 (en bas)
x z X Z X Z0 0 Kx,0 0 Kx,0 00 1 Kx,0+1 0 Kx,0 00 2 Kx,0+1 0 Kx,0+1 01 0 Kx,0−2 Kz Kx,0−2 Kz1 1 Kx,0+1−2 Kz Kx,0−2 Kz1 2 Kx,0+1−2 Kz Kx,0+1−2 Kz2 0 Kx,3−5 Kz Kx,3−5 Kz2 1 Kx,3+4−5 Kz Kx,3−5 Kz2 2 Kx,3+4−5 Kz Kx,3+4−5 Kz

x z X Z X Z0 0 Kx,0 0 Kx,0 00 1 Kx,0+1 0 Kx,0 00 2 Kx,0+1 0 Kx,0+1 01 0 Kx,3 0 Kx,3 01 1 Kx,3+4 0 Kx,3 01 2 Kx,3+4 0 Kx,3+4 02 0 Kx,3−5 Kz Kx,3−5 Kz2 1 Kx,3+4−5 Kz Kx,3−5 Kz2 2 Kx,3+4−5 Kz Kx,3+4−5 Kz6.1 Obje
tifLa 
onstru
tion d'un programme en PLC pro
ède
lassiquement en deux étapes :1. Spé
i�
ation logique : dans notre 
as, il s'agitd'une part de dé�nir le type de modèle 
onsidéré(les réseaux logiques multivalués asyn
hrones) etd'autre part le modèle biologique étudié (adhé-ren
e entre 
ellules). Ces dé�nitions sont éta-blies à l'aide de prédi
ats permettant de poser les
ontraintes auxquelles doivent satisfaire les 
om-portements admis par le modèle biologique.2. Requêtes : 
ertains paramètres peuvent être très
ontraints et d'autres beau
oup moins. Dansnotre 
as, les paramètres sont typiquement les pa-ramètres 
inétiques (dis
rétisés) et les 
omporte-ments sous la forme de séquen
es d'états (
he-mins).Notre obje
tif est de montrer 
omment il est pos-sible, en utilisant la même spé
i�
ation logique, deposer des requêtes de simulation qualitative (les pa-ramètres 
inétiques sont 
onnus, les 
hemins 
ompa-tibles sont re
her
hés), d'inféren
e (des 
hemins sont
onnus, les paramètres 
inétiques 
orrespondants sontre
her
hés) ou mixtes (
hemins et paramètres partiel-lement 
onnus).Pour 
ela, on peut rappeler les aspe
ts méthodolo-giques suivants :� les 
ontraintes que nous utilisons, sur intervallesentiers ave
 un nombre �ni de valeurs, sont



telles que le résolveur ne fournit qu'une 
ohéren
efaible : les réponses sûres ne sont que les négatives(in
ohéren
e du système de 
ontraintes) ou les po-sitives asso
iées à une solution instan
iée (obtenuepar énumération). L'enjeu 
onsiste à déterminerles meilleures heuristiques d'énumération pour untype de requête donnée.� la spé
i�
ation logique doit être unique et aussi,dans notre 
as, dé
rire des 
omportements nondéterministes. Ce
i implique une utilisation inten-sive de 
ompositions de 
ontraintes booléennes etnumériques (
ontraintes dites réi�ées) .� la terminaison des requêtes doit être assurée. Ellel'est théoriquement dans notre 
as dans la me-sure où les 
hemins non 
y
liques ont une taillemaximum. Pour des raisons de performan
e, 
ettegarantie théorique ne su�t évidemment pas et ilfaut se préo

uper en parti
ulier de minimiser lataille des 
hemins présents dans une requête.� en�n, un des moyens importants pour amélio-rer l'e�
a
ité de la résolution de 
ontraintes surintervalles 
onsiste à introduire des 
ontraintesredondantes. Ces 
ontraintes, produites à lamain, peuvent 
ontribuer 
onsidérablement à unemeilleure propagation.6.2 Organisation du programmeLe prédi
at model_asyn
h_multival(Modele,Chemin) dé�nissant les réseaux de Thomas est vraisi Chemin est un 
hemin possible du modèle Modele.Un 
hemin est une liste d'états. Un modèle (B1, B2,B3 ou B4) est dé�ni par l'ordre sur les seuils. Il estreprésenté par une table de transition (voir Tab. 1) etpar un ensemble d'inégalités entre 
es paramètres.Exemple : supposons que le modèle Modele est
onnu, dé�ni par une table T et les paramètres P. Unequestion typique 
on
ernant l'existen
e d'un état sta-tionnaire est la suivante :Chemin = [S, S℄, Modele = [T, P℄,model_asyn
h_multival(Modele, Chemin).Ce prédi
at exprime simplement que 
haque état du
hemin Chemin doit être un su

esseur de l'état pré-
édent au sens des réseaux de Thomas et du modèleModele. Sa dé�nition est la suivante :model_asyn
h_multival(Modele, [Etat℄).model_asyn
h_multival(Modele,[[Ei, Es℄|SChemin℄):-su

esseur(Modele, Ei, Es),model_asyn
h_multival(Modele,[Es|SChemin℄).Pour dé�nir le prédi
at su

esseur, les deux prédi
atssuivants sont utilisés :1. etat_fo
al(Modele, Ei, Ef) vrai si Ef estl'état fo
al de l'état Ei selon la table T du modèle

Modele. Dans une première appro
he (voir se
tion8), on peut 
onsidérer les 
ontraintes à satisfaire
omme une 
onjon
tion d'impli
ations traduisantla table T .2. au_plus_un_saut(B, Ei, Ef, Es) vrai si (i) Esne di�ère de Ei que d'une 
omposante au maxi-mum, (ii) la di�éren
e entre la valeur de 
ette
omposante dans Es et la valeur de 
ette même
omposante dans Ei vaut ± 1 (voir se
tion 4) et(iii) B est équivalent à : Ei et Es sont di�érents.Les 
ontraintes à satisfaire 
on
ernent essentiel-lement le nombre d'o

urren
es des 
omposantesdi�érentes dans Ei et Es (plus petite ou égale à1).La dé�nition de su

esseur en dé
oule :su

esseur(Modele, Ei, Es) :-B = bdif(Ei, Ef),etat_fo
al(Modele, Ei, Ef),au_plus_un_saut(B, Ei, Ef, Es).On remarque que les 
ontraintes introduites sur B,exprimant que Ei et Es di�érents est équivalent à Eiet Ef di�érents, sont typiques de 
ontraintes redon-dantes : elles sont déduites de la dé�nition des réseauxde Thomas.6.3 Exemples de requêtes et résultatsDans la mesure où les requêtes de simulation neposent pas de problèmes, nous présentons i
i deuxtypes de requêtes intéressants d'un point de vue biolo-gique, portant sur l'existen
e d'états stationnaires etde réparations après une perturbation.6.3.1 Etats stationnairesLa requête suivante :
onstr_Model([b ,1℄, Modele),model_asyn
h_multival(Modele, [E1,E1℄).qui vise à trouver les états stationnaire de B1, répondE1 ∼ [

(0,2),

(0,2)℄, où 

(0,2) représente l'in-tervalle fermé 0-2. Cela ne fournit pas d'informationintéressante étant donné que l'ensemble solution re-
ouvre tout l'espa
e. Une énumération sur E1 donne 3possibilités ([0,0℄, [1,2℄, [2,2℄). Mais 
ette réponsene dit pas si 
es trois états stationnaires peuvent 
o-exister. Pour obtenir une réponse générale au sujet de
es 
oexisten
es, la requête :enum(N, 1, 4), 
onstr_Model([b ,N℄, Modele),dif(E1, E2), dif(E1, E3), dif(E2, E3),model_asyn
h_multival(Modele, [E1,E1℄),model_asyn
h_multival(Modele, [E2,E2℄),model_asyn
h_multival(Modele, [E3,E3℄),enum_Etat(E1), enum_Etat(E2), enum_Etat(E3).



qui é
houe, donne une réponse plus informative : au-
un modèle de la 
lasse B n'autorise la 
oexisten
e deplus de deux états stationnaires. On note qu'au
uneénumération sur les paramètres n'a été né
essaire pourobtenir 
es résultats.Par ailleurs, on peut véri�er qu'il existe des modèlesadmettant deux états stationnaires. Par exemple, pourla 
lasse de modèles B3, il y a 5 modèles : l'un ave
les états stationnaires [0, 0℄ et [2, 2℄ et les quatreautres ave
 les états [1, 0℄ et [2, 2℄. L'état [0, 0℄peut être interprété 
omme l'état sain de la 
ellule(
ellule adhérente) dans lequel la β-
aténine est pré-sente dans le 
ytoplasme et dans le noyau à un niveaubas. L'état [2, 2℄ signi�e que la 
on
entration de β-
aténine dans les deux 
ompartiments est au niveau leplus élevé et 
orrespond à un état pathologique.6.3.2 Réparations après perturbationArrivé à 
e point de l'analyse, il est intéressant,pour la 
lasse B3 ave
 l'état stationnaire [0, 0℄ lors-qu'il est possible, d'étudier l'existen
e de 
omporte-ments permettant la restauration des jon
tions aprèsperturbation. Plus pré
isément, lorsque les jon
tionssont déstabilisées par les anti
orps, les VE-
adhérinessont détruites et les β-
aténines sont libérées dans le
ytoplasme. Notre modélisation représente une telleperturbation en positionnant initialement le systèmedans un état ayant une valeur de la 
on
entration xplus élevée par rapport à la valeur dans l'état station-naire sain. Nous appellons 
hemin réparateur pour B3un 
hemin (i) dont l'état initial est un état perturbé,(ii) 
ontenant au moins un état où z = 1 (il a été ob-servé que la 
on
entration de la β-
aténine après uneperturbation augmente [10℄), et (iii) se terminant dansl'état stationnaire sain. La requête à poser doit don
véri�er par exemple s'il existe un 
hemin 
ommençantpar l'état [1,0℄, se terminant dans l'état [0,0℄ et
ontenant un état [X,1℄ où X est quel
onque.Une réponse négative est obtenue pour B3, sans au-
une énumération. Par 
ontre, il existe des modèlesde B3 ave
 l'état stationnaire [0,0℄ admettant des
hemins réparateurs mais 
ommençant par l'état per-turbé [2,0℄. Il devient alors intéressant, dans la me-sure où nous 
her
hons à isoler une 
lasse de modèlesabstraits, de se demander si pour tous 
es modèlestous les 
hemins 
ommençant par [2, 0℄ sont répara-teurs. Il su�t d'ajouter à la requête une 
ondition ex-primant l'existen
e d'un 
hemin non réparateur 
om-mençant par [2, 0℄. Malheureusement, la réponse estpositive. Pour poursuivre, il faudrait isoler une sous-
lasse de B3 ayant la propriété re
her
hée. Ce seraitpossible en extension (en donnant tous les jeux de pa-ramètres possibles) mais di�
ile à exploiter pour unbiologiste : une 
atégorisation en intention serait plus

indiquée (voir se
tion 8).La terminaison des requêtes reste évidemment unpoint 
lé. Dans notre 
as, elle est assurée sans dif-�
ulté, dans la mesure où peu de 
omposants et deseuils interviennent : la taille des 
hemins sans 
y
lesest limitée à 8. C'est pourquoi 
e sont des 
hemins de
ette taille qui sont utilisés dans les requêtes pour dé-terminer des 
hemins réparateurs et non réparateurs.On sait de plus que le su

esseur d'un état station-naire est 
et état lui-même et 
ela fait l'objet d'une
ontrainte redondante 
omplétant un 
hemin si 
elui-
i atteint un état stationnaire. Dans le 
as général,des moyens plus sophistiqués peuvent être né
essaires(voir se
tion 8).7 Introdu
tion des états singuliersNous présentons dans 
e qui suit la notion d'étatsingulier. Comme nous ne pouvons détailler i
i la mo-délisation en PLC des réseaux les intégrant, seul unproblème de modélisation est abordé. Nous donnonsensuite un s
énario de requêtes possible.7.1 Notion d'état singulierComme 
ela est mentionné dans [16℄ et [12℄ les fron-tières entre les domaines adja
ents doivent être 
onsi-dérées pour obtenir une des
ription 
orre
te des 
he-mins possibles. Par exemple, dans le 
as où deux tran-sitions entre des domaines D et D′, telles que D → D′et D′ → D, existent, une situation de 
on�it apparait.En e�et, soit un 
hemin partant du domaine D, dèsqu'il atteint D′ il est amené à revenir en D puis en
D′et ainsi de suite. En fait, le 
hemin reste sur la fron-tière et peut �glisser� le long de 
elle-
i (pour atteindreun état de plus faible dimension). Une telle frontièreest appelée un �mur noir�. Cet exemple montre que lesfrontières doivent être introduites dans la des
ription
omme des états additionnels (nommés états singuliersdans la terminologie de Thomas). Par 
onséquent, ondoit être 
apable de 
al
uler des transitions partant ouprovenant de tels états. Remarquons que les frontièresentre domaines réguliers adja
ents et aussi les inter-se
tions de 
es frontières sont des états singuliers. DeJong et al. [12℄ ont développé une méthode généraleet rigoureuse pour 
al
uler de telles transitions, baséesur le 
on
ept de solution de Filippov pour des équa-tions di�érentielles ave
 membre de droite dis
ontinu.Remarquons que le su

esseur d'un état peut di�érerde 
et état sur plus d'un 
omposant. Deux règles prin-
ipales permettent de déterminer les transitions d'undomaine D vers un domaine D′ de plus basse dimen-sion, et d'un domaine D vers un domaine D′ de plushaute dimension. Un programme Java qui implémente




es règles a été réalisé par de Jong et al. [12℄ : il permetde faire des simulations qualitatives.Dans l'optique de poser des requêtes plus généralesque des simulations, nous avons modélisé 
es deuxrègles sous forme de 
ontraintes. Le nombre d'états estbeau
oup plus grand puisqu'on prend en 
ompte lesétats singuliers (dans le modèle B nous avons 25 étatsdont 9 états réguliers), et les prédi
ats dé�nissant lesu

esseur d'un état sont plus 
omplexes. En pratique,le fait que les frontières et les interse
tions de frontièressont des états signi�e que les variables dis
rètes x et zpeuvent prendre des valeurs intermédiaires. Pour fairesimple, on peut voir 
es valeurs logiques intermédiaires
omme des demi-entiers. Par exemple en dimension 1,une frontière entre les domaines étiquetés par x = 1et x = 2 est asso
iée à x = 3/2. En dimension n lesinterse
tions de frontières 
onduisent à des états sin-guliers de plus petite dimension qui doivent aussi être
onsidérés. En d'autres termes, plusieurs 
omposantesd'un état peuvent être des demi-entiers. Le nombre devaleurs demi-entières dans un état est appelé l'ordrede 
et état.La spé
i�
ation logique en PLC des réseaux possé-dant de tels états ne peut être détaillée i
i. Néanmoins,il est intéressant de mentionner une des di�
ultés demodélisation ren
ontrée dans la mesure où elle pré-sente un 
ara
tère général. Dans 
ette extension, lessu

esseurs d'un état singulier S sont dé�nis à partirdu plus petit hyperre
tangle 
ontenant les états fo
auxdes états réguliers adja
ents à S. Il est possible de dé�-nir intentionnellement 
es états fo
aux et le problèmese pose don
 dans les termes suivants : étant donné unsystème de 
ontraintes, exprimer les 
ontraintes dé-terminant la solution minimale (et la maximale) de 
esystème. Dans le 
as général, il y a au
un espoir de ré-soudre 
e problème. Mais si le nombre N de solutionsest �ni, on peut utiliser par exemple une 
ontrainte dutype min(a, b, 
) signi�ant que a est le minimum deb et 
 : il faut alors poser de l'ordre de N 
ontraintesde 
e type. Dans notre 
as, N est le nombre d'étatsadja
ents, et vaut 2Ord où Ord est l'ordre de l'étatsingulier 
onsidéré. Ce
i implique que 
ette méthodene peut être utilisée que si l'ordre est 
onnu. Deuxattitudes sont alors possibles : soit utiliser un pro-
essus suspensif en attente de l'ordre pour poser les
ontraintes de minimisation, soit déterminer a prioripour un système donné l'ordre maximal (qui peut êtree�e
tivement faible).7.2 Exemples de résultatsLes résultats présentés i
i 
on
ernent des questionsd'atteignabilité, d'identi�
ation d'états stationnaires,et d'existen
e de 
hemins réparateurs. Toutes les re-quêtes 
on
ernent le modèle B3 ex
lusivement. Nous

notons szi la valeur dis
rète demi-entière 
orrespon-dant au seuil szi. Pour le modèle B3 nous avons
sz1 < sz2, et don
 sz1 = 1/2 et sz2 = 3/2.1. Tentons de montrer que Kz = 2 peut être dé-duit des observations que les 
hemins de restau-ration passent par un état où z est au-dessus duseuil sz2. Comme pré
édement, nous supposonsque le système possède un état stationnaire sain(la VE-
adhérine n'est pas synthétisé 
ontinuelle-ment, qui signi�e que z est au dessous de sz2). Ila été observé que lorsqu'on perturbe le système àpartir d'un tel état le système passe par un étatoù la VE-
adhérine est produite (z au dessus de

sz2). Il est évident que 
ela n'est possible que s'ilexiste une transition d'un état où z = sz2 à unétat où z > sz2. L'a�rmation de l'existen
e de
ette transition et la 
ontrainte Kz 6= 2 
onduità un é
he
 ave
 l'aide d'une énumération sur lesétats de la transition (au
une énumération sur lesparamètres n'est né
essaire). Ainsi Kz = 2 est dé-montré, et nous 
onsidérons 
e paramètre 
ommeinstan
ié dans la suite.2. Dans les modèles B il y a quatre états singu-liers d'ordre 2 (
es états sont réduits à des pointsétant donné que le système est bidimensionnel).Démontrons qu'au
un état d'ordre 2 n'est attei-gnable à partir d'un état régulier (ordre 0) pourles valeurs de paramètres suivantes : Kx,3 = 0,
Kx,3+4 = 1 et Kx,0 = 0. La requête est expriméeainsi : les paramètres de B3 sont 
ontraints auxvaleurs données pré
édement ; un 
hemin Cheminde longueur 3 (la longueur né
essaire pour allerd'un état d'ordre 0 à un état d'ordre 2) est 
réé ;son premier et son dernier élément sont 
ontraintsrespe
tivement à être un état régulier et un étatd'ordre 2. De plus Chemin est 
ontraint à être un
hemin de B3. Un é
he
 est obtenu en énumérantsur Chemin (mais pas sur les paramètres). La pro-position 
i-dessus est ainsi prouvée.3. Une requête analogue permet de montrer la pro-priété générale à tous les modèles de B3 qu'au
unétat [x, z] ave
 x entier (entre deux seuils) et zdemi-entier (sur un seuil), n'est un �mur noir�.4. Nous pouvons aussi démontrer qu'il n'existe pasde 
hemin réparateur si Kx,3+4, Kx,3+4−5 et
Kx,0+1 sont tous égaux à 2. Il s'agit du 
as oùune 
on
entration de la β-
aténine dans le noyauprovoquerait toujours une augmentation de la
on
entration de la β-
aténine 
ytoplasmique etdon
 mènerait à un état stationnaire où la β-
aténine serait produite en permanen
e. Ce
i éli-mine 10 modèles sur 50.



8 Dis
ussionNous sommes 
ons
ients du fait que le réseauprésenté i
i, bien qu'utile, reste de petite taille etqu'il doit être étendu pour rendre mieux 
ompte dela réalité biologique. Si les performan
es en espa
e eten temps sont a

eptables et en
ourageantes pour 
eréseau, le resteront-elles si un plus grand nombre deprotéines ou de gènes et de seuils sont introduits ? Laréponse à 
ette question peut être appré
iée selon les
ritères suivants :- 
oût en espa
e, qui dépend du nombre de
ontraintes atta
hées à un 
hemin. Ce nombre est 
lai-rement une fon
tion linéaire du nombre d'états du 
he-min. Le nombre d'équations exprimant la liaison entreun état et son su

esseur est, 
omme nous l'avons vu,une fon
tion linéaire du nombre de 
omposants d'unétat, 
'est à dire de la dimension du système. Il resteà 
onsidérer le nombre d'équations né
essaires pourdé�nir un état fo
al. Dans l'implémentation que nousavons dé
rite et qui utilise des tables de transitions, 
enombre varie exponentiellement ave
 la dimension. Ce-pendant notre mise en ÷uvre est moins 
oûteuse. Elles'appuie sur le fait que 
haque 
omposant d'un état fo-
al d'un état E est dé�ni à partir d'un nombre réduitde 
omposants de 
et état E. Ce nombre de 
ompo-sants est asso
ié à la 
onne
tivité du graphe d'intera
-tion entre les 
omposants biologiques qui est habituel-lement faible. Il en ressort que le nombre d'équationsdé�nissant un état fo
al varie, au pire, exponentielle-ment ave
 la 
onne
tivité du réseau (et non ave
 sadimension). Une autre amélioration permet de réduireau mieux l'intervalle d'un 
omposant de l'état fo
al.Plus pré
isément, nous avons été amené pour 
ela àrésoudre le problème suivant : soit X_f un 
omposantdé�ni par exemple par X_f = K1*B1 + K2*B2+ K3*B3+ K4*B4 où B1, B2, B3 et B4 sont quatre booléens ex-
lusifs dont au moins l'un est vrai, 
omment réduireau mieux l'intervalle de X_f suivant la 
onnaissan
esur les booléens sans utiliser des représentations ave
intervalles disjoints (qui sont 
oûteuses).Pour 
on
lure, 
e problème de 
oût en espa
e nesemble pas 
ru
ial. Expérimentalement des 
heminsde B3 
ontenant 30 états sont fa
ilement traités.- 
oût en temps, qui dépend du nombre de
ontraintes et (prin
ipalement) du nombre d'énuméra-tions. Des heuristiques pertinentes doivent être re
her-
hées pour réduire 
e 
oût. En parti
ulier, 
e 
oût estrédu
tible en réduisant le nombre de modèles à 
onsi-dérer, grâ
e à la 
onstru
tion de 
lasses d'équivalen
eregroupant des modèles admettant les mêmes graphesde transitions entre états. Une telle 
lassi�
ation est

réalisable d'après la dé�nition d'un su

esseur.Aussi, des 
ontraintes spé
iales peuvent être poséespour des requêtes parti
ulières. Par exemple Devloo[6℄ utilise les propriétés énon
ées dans [14℄ et late
hnologie CSP pour dé
ouvrir e�
a
ement les étatsstationnaires de modèles asyn
hrones 
omplètementinstan
iés. Cette appro
he pourrait 
ertainementêtre utilisée aussi pour induire des paramètres demodèles à partir d'informations 
on
ernant les étatsstationnaires.En�n, un autre problème important est le 
hoix desdeux langages à fournir aux utilisateurs d'un tel sys-tème : 
elui permettant d'exprimer des propriétés et
elui fournissant les résultats.Dans [1℄, le langage proposé pour exprimer despropriétés est CTL (Computational Tree Logi
), en
onjontion ave
 des algorithmes de model-
he
king quivéri�ent des propriétés CTL. Cette étude 
onsidèreque le système biologique est 
onnu. Dans [13℄, CTLest aussi proposé pour spé
i�er des propriétés de mo-dèles asyn
hrones multivalués : 
ette étude vise aussià trouver des paramètres à partir de 
omportements,ave
 des méthodes de model-
he
king appliquées surdes modèles instan
iés. Clairement, CTL et les mé-thodes de model-
he
king sont à 
onsidérer, et toutparti
ulièrement le model-
he
king symbolique 
ommedans [4℄. Adapté à notre problème, 
e dernier peutnous aider à gagner en e�
a
ité (spé
ialement pourdes requêtes universelles), mais aussi pour la terminai-son (pour éviter des 
hemins trop longs) et en�n pourimposer des 
omportements via des formules CTL.La 
on
eption d'un langage pour exprimer les ré-sultats représente un dé� réel. Ce
i est dû au faitque les biologistes désirent des résultats exprimés sousla forme �
es modèles satisfont 
es propriétés�, 
'està dire intentionnellement et non extensionnellement,
omme ils le sont pour l'instant. Il sagit d'un problèmed'apprentissage automatique qui né
essite d'abord une
on
ertation ave
 les biologistes pour dé
ider des 
om-posants élémentaires des formules d'un tel langage.9 Con
lusionNous avons d'abord montré 
omment représenterle système biologique étudié sous la forme d'EDLMadaptées au formalisme des réseaux asyn
hronesmultivalués de R. Thomas. Puis, nous avons donnéles grandes lignes de la mise en ÷uvre de 
es réseauxen PLC pour faire ressortir la simpli
ité et la rigueurde l'appro
he. Des exemples de requêtes signi�
ativesont permis d'illustrer la souplesse de 
ette mise en÷uvre. Nous avons ensuite introduit rapidementl'extension de 
es réseaux pour prendre en 
ompte les



états singuliers en insistant sur la né
essité d'une telleextension : en e�et, à moins qu'il n'y ait au
un �murnoir� une des
ription ne prenant en 
ompte que lesétats réguliers ne paraît guère a

eptable. Et en�n,nous avons dis
uté de la faisabilité de l'appro
he entermes de nombre de 
ontraintes et de performan
es,en faisant état des prin
ipales di�
ultés à surmonteret des voies de re
her
he possibles. On peut remarquerque 
es di�
ultés, soulevées à propos d'un modèlede réseau biologique, relèvent de problèmes plusgénéraux : par exemple quand il s'agit de poser des
ontraintes sur des 
hemins ou d'obtenir des résultatssous une forme intentionnelle.Par ailleurs des expérien
es en protéomique, me-nées à l'IBS (Institut de Biologie Stru
turale) sont surle point d'identi�er de nouvelles protéines intervenantdans l'adhéren
e entre 
ellules. Ces études étendrontle réseau à 
onsidérer et introduiront de nouvelles va-riables et aussi de nouvelles 
ontraintes. Un outil telque 
elui présenté sera en
ore plus né
essaire pour dis-
riminer les modèles non signi�
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