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Résumeé

L'adhésion entre cellules joue un rdle critique dans la
formation des tissus et des organes. Elle intervient aussi
dans le contrdle des leucocytes traversant I'endothélium
des vaisseaux sanguins. Notre connaissance de ce phéno-
méne est actuellement partielle. M&me si certaines pro-
téines impliquées et leurs interactions sont identifiées,
d'une part d'autres intervenants restent certainement
a découvrir et d'autre part les valeurs des paramétres
cinétiques doivent &tre déterminées. De tels problémes
rendent nécessaires des modélisations qui ceuvrent au ni-
veau qualitatif et qui fournissent au biologiste une large
palette de fonctionnalités, allant de I'inférence de mo-
déles & partir de données comportementales, a la simu-
lation, en passant par la vérification de propriétés et la
proposition d'expériences significatives.

La Programmation Logique avec Contraintes (PLC)
apparaft a priori comme un trés bon candidat face a cette
problématique dans la mesure ol elle propose une seule
spécification pour plusieurs besoins. Nous présentons la
définition et la mise en oeuvre en PLC d'un type bien
identifié de modéles : les réseaux logiques asynchrones
multivalués dus & R. Thomas, en soulignant |'intérét
de la composition de contraintes (booléennes et numé-
riques). Nous illustrons les capacités multi-fonctionnelles
de cette approche en étudiant un sous-systéme relatif
a I'adhésion cellulaire représenté comme un réseau lo-
gique. Nous nous intéressons particuliérement 3 la pré-
sence d'états stationnaires et 3 celle de comportements
réparateurs de I'adhérence aprés une perturbation.

1 Introduction

Avec le développement de projets systématiques de
type génomique, la quantité de données moléculaires
explose. Il est & présent clair que la biologie est en-
trée dans une nouvelle ére dans laquelle tous les com-
posants moléculaires doivent étre assemblés dans un
systéme pour atteindre de nouveaux niveaux de com-
préhension.

Jusqu’a présent les biologistes synthétisent les résul-
tats sous forme de graphes informels accompagnés de
commentaires en langage naturel. La cellule étant un
systéme complexe, son comportement résulte de la dy-
namique de réseaux moléculaires constitués de boucles
de rétroaction (régulation génétique, régulation allos-
térique) et dont les composants interagissent de fa-
¢on hautement non-linéaire (présence de sigmoides).
A cette complexité intrinséque s’ajoute le fait que nos
connaissances sur un systéme particulier sont encore
en général trés lacunaires et qualitatives. Pour ces rai-
sons, nous pensons qu’il existe avec le développement
de la biologie systémique un fort besoin pour de nou-
velles méthodes de modélisation et pour des outils des-
tinés a aider les biologistes a construire des modéles de
processus cellulaires, explorer leurs propriétés dyna-
miques, inférer des paramétres a partir d’observations
comportementales, générer de nouvelles hypothéses, et
faire des simulations.

La démarche de modélisation employée est la sui-
vante : & partir du graphe de réactions chimiques
(phosphorylation, déphosphorylation, complexation,
etc.) nous dérivons un systéme d’équations différen-



tielles ordinaires en nous placant dans le cadre de
I’approximation quasi-stationnaire. Bien que le forma-
lisme des équations différentielles ne soit pas adapté
a un contexte ou les paramétres sont totalement in-
connus ou seulement partiellement connus, nous vou-
lons conserver le lien avec ce formalisme de fagon a
pouvoir construire une modélisation plus quantitative
lorsque la quantité de données le permettra. Lorsque
le systéme peut se ramener & un systéme d’Equations
Différentielles Linéaires par Morceaux (EDLM) la pro-
cédure d’abstraction développée initialement par R.
Thomas et E. H. Snoussi [1993] conduit & un forma-
lisme de réseau discret paramétré permettant d’ana-
lyser qualitativement la dynamique de réseau. Les va-
riables de concentration ainsi que les paramétres du
modele deviennent des quantités discrétes (booléennes
ou entiéres). Dans le méme ordre d’idées, un forma-
lisme discret proche des réseaux de neurones mais éga-
lement appliqué aux réseaux génétiques a été proposé
par Demongeot [5].

Notre objectif principal dans ce papier est de mon-
trer, comme suggéré dans [2], qu’une description
formelle d’un systéme biologique telle que celle de
R. Thomas peut étre facilement exploitée a l'aide
d’une implémentation en Programmation Logique par
Contraintes (PLC). Les avantages d’une approche
PLC sont (i) que limplémentation est trés proche
d’une spécification formelle, ceci permettant de garan-
tir la correction de 'implémentation, et (i) que diffé-
rentes requétes peuvent facilement étre formulées sur
cette spécification grace a sa forme logique. La simu-
lation et I'inférence de paramétres en sont des cas par-
ticuliers.

Un autre avantage dans notre contexte est qu’une
telle implémentation permet d’exploiter de maniére ef-
ficace des connaissances partielles. Chaque observation
nouvelle peut étre traduite sous forme de contrainte
et exploitée de facon & réduire I'espace des solutions.
D’autre part, méme si tous les paramétres du mo-
déle ne sont pas tous instanciés, on veut pouvoir poser
des questions concernant ’éventail des comportements
possibles (par exemple le nombre maximum d’états
stationnaires, I’existence de cycles). Pour réaliser ces
taches il faut tout exprimer en termes de formules lo-
giques : la définition des successeurs d’un état, les ré-
sultats expérimentaux ainsi que les requétes.

Dans notre contexte, les observations sont expri-
meées sous formes de contraintes qui définissent un en-
semble de solutions (une solution est un modeéle dont
tous les paramétres ont été instanciés). Ceci permet
donc de décrire un état de connaissance partiel (c’est
pourquoi nous parlons d’ensemble de solutions ou de
modeéle paramétré). N'est inclus que ce qui est plei-
nement justifié par les données. D’autre part, le pro-

cessus de modélisation peut commencer sans attendre
d’avoir déterminé tous les paramétres. Et surtout le
modéle paramétré peut étre activement exploité, par
exemple pour générer des hypothéses et concevoir des
scénarios expérimentaux. Des propriétés générales du
réseau, comme le nombre maximum d’états station-
naires, peuvent éventuellement étre étudiées. La dé-
marche est intrinséquement itérative puisque chaque
nouvelle observation permet d’ajouter une contrainte
et ainsi réduire 'espace des solutions.

Ces principes sont illustrés par la modélisation
du phénoméne d’adhésion entre cellules endothéliales.
Une fois que nous possédons la formalisation logique
du modéle discret, nous explorons les propriétés du
systéme, en particulier, nous essayons d’inférer les va-
leurs des paramétres a partir de comportements ob-
servés. Chaque comportement est une contrainte qui
s’ajoute aux contraintes courantes.

L’organisation du papier est la suivante : aprés une
courte description du systéme biologique, nous décri-
vons le réseau de réactions et ses composants. Dans
la section 3 les choix de modélisation et les approxi-
mations sont briévement rappelés. Cela nous permet
d’obtenir un systéme d’EDLM de dimension réduite.
La théorie de Thomas-Snoussi [14] est introduite et un
modéle est formulé dans ce formalisme discret. Nous
expliquons comment le modéle est implémenté en PLC
(Prolog IV [3]) et donnons des exemples de requétes.
Nous présentons ensuite succintement une extension
du formalisme aux états dits singuliers basée sur ’ap-
proche de Filippov introduite dans ce contexte par de
Jong et al. [12]. Nous donnons aussi des exemples de
requétes dans ce formalisme étendu. Pour finir une dis-
cussion sur les caractéristiques de la mise en ceuvre
nous améne a présenter les difficultés de modélisation
rencontrées et les voies de recherche intéressantes.

2 Description du systéme biologique

Les parois des vaisseaux sanguins sont constituées de
monocouches de cellules endothéliales qui forment une
barriére entre le sang et les tissus. Cette paroi, appe-
lée endothélium, joue un role central dans la régulation
du recrutement des leucocytes (globules blancs) au ni-
veau des blessures et des inflammations. Ce controle
s’effectue en détectant les changements de composition
dans le voisinage des sites infectieux, ce qui déclenche
I’expression ou la libération & la surface de la cellule
d’une variété de médiateurs.

Les jonctions entre les cellules endothéliales (jonc-
tions adhérentes) résultent de l'interaction entre les
protéines de VE-cadhérine (Vascular Endothélium
Cadherin) qui sont spécialement exprimées au niveau
des jonctions. Les VE-cadhérines sont directement res-



ponsables de la maintenance de la perméabilité de 1’en-
dothélium [10] et du contrdle du trafic des leucocytes
du sang vers les sites d’inflammations [11]. Un contact
rapproché entre des leucocytes et les cellules endothé-
liales entraine la sécrétion de protéases par les leu-
cocytes, et ainsi un clivage local des VE-cadhérines.
Ceci conduit & une cassure des jonctions adhérentes,
et permet la migration des leucocytes & travers I’endo-
thélium. Pour éviter une accumulation de ces derniers
dans les tissus inflammeés, I’endothélium doit étre res-
tauré.

Nous nous intéressons dans ce papier essentiellement
A ce phénoméne de reconstruction de I'endothélium.
I’équipe de D. Gulino & U'Institut de Biologie Structu-
rale (IBS) est capable de produire en culture des cel-
lules endothéliales extraites de cordons ombilicaux hu-
mains. Dans ces cultures les cellules se multiplient jus-
qu’a confluence (formation d’un tapis cellulaire join-
tif). Le passage de leucocytes & travers ’endothélium
vasculaire est simulé sur une culture cellulaire en ajou-
tant des anticorps anti-VE-cadhérines qui déstabilisent
les jonctions. Aprés cette perturbation des trous au ni-
veau des contacts entre cellules sont observables. Aprés
quelques heures les jonctions sont réparées. c’est ce
type d’observation que 'on va exploiter.

La structure biochimique du systéme est informel-
lement illustrée dans la Figure 1. Les VE-cadhérines
(variable y sur la figure) sont des protéines membra-
naires avec une queue dans le cytoplasme et de mul-
tiples domaines extracellulaires. La [(-caténine est un
partenaire de la VE-cadhérine qui se lie & la partie cy-
toplasmique de celle-ci. La Fig. 1 montre son réle cen-
tral dans ’adhésion. Lorsque la concentration x de -
caténine cytoplasmique augmente, celle-ci peut entrer
dans le noyau ot elle se complexe avec des membres
de la famille Tcf (variable w) qui sont des facteurs de
transcription contrélant ’expression de certains génes.
Il est probable que ce déplacement dans le noyau est
un processus de transport actif (par opposition a la
diffusion passive). Le mécanisme réel est mal carac-
térisé et nous considérerons deux mécanismes pour le
modéliser.

La [-caténine cytoplasmique est dégradée par un
complexe appelé protéasome. La dégradation protéa-
somale est elle-méme un processus complexe qui fait
intervenir différentes protéines. Nous considérons que
ce processus est un module séparé avec une simple en-
trée, et nous ne le décrirons pas ici.

3 Choix de modélisation

La premiére étape du processus de modélisation
est d’extraire un systéme d’équations différentielles de
faible dimension. Ceci a déja été décrit [7], aussi nous
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Fig. 1  Représentation informelle et schématique
du systéme d’adhésion des cellules endothéliales. Ce
graphe montre 'architecture générale du systéme. Les
cercles représentent les espéces chimiques et les ovales
noirs les réactions chimiques. ¢ représente un proces-
sus de dégradation. Les molécules sont distribuées sur
trois lieux cellulaires : le cytoplasme, le noyau et la
membrane plasmique. Les variables de concentration
(z,y, z,u, v et w) sont définies par les couples (variable
de concentration, définition verbale) comme suit : (z,
[-caténine cytoplasmique non-phosphorylée), (y, VE-
cadhérine dans la membrane), (z, S-caténine dans le
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noyau cellulaire), (u, complexe de (-caténine et tri-

mére de VE-cadhérine), (v, complexe de Lef/Tcf et
[-caténine), (w, facteur de transcription Lef/Tcf). Les
fleches simples et doubles dénotent respectivement des

réactions irréversibles et réversibles.

ne présentons ici que les principes. A partir du graphe
des réactions chimiques il est possible de dériver un
systéme d’équations différentielles donnant les taux de
variations de la concentration de chaque espéces chi-
miques. Plus précisément chaque équation est le bilan
des processus qui produisent une espéce donnée, et des
processus qui conduisent a faire diminuer la concentra-
tion de cette méme espéce.

Par exemple, considérons la concentration z de la
([-caténine dans le noyau. Le taux associé a cette
espéce (cf Fig. 1) est informellement donné par :

# = [transport] 4+ [decomplexation de v]
—[complexation de w et z] — [degradation de z]

ou le processus de transport est compté parmi les
termes de production puisque la S-caténine traverse la
membrane nucléaire pour aller dans le noyau. Le trans-
port est bien siir compté comme un terme de consom-
mation pour la G-caténine cytoplasmique (variable z).



Une simplification majeure est obtenue en considé-
rant que les processus du systéme agissent a différentes
échelles de temps. Le transport, 'expression de génes
et la dégradation sont des processus lents comparés
aux réactions de complexation/décomplexation. Ces
derniéres sont donc en état quasi-stationnaire a tout
instant, ce qui signifie que les concentrations des es-
péces de ces réactions ont une dérivée nulle. Autre-
ment dit certaines concentrations sont liées par une
relation algébrique. Un sous-systéme de deux variables
T et z peut alors étre isolé. Les quatre autres variables
peuvent ensuite étre déterminées quand une solution
du sous-systéme (z,z) est connue.

Le sous-systéme & deux dimensions est le suivant, :

&= ko + kx1.07 (2, 8,1) — k. fi ()
—(Mx1 + Mx2.0T(x, 8x2)).2 (1)
zZ= ktft(x) —Mgz.z

Ot o (x, s) représente une fonction sigmoide crois-
sante de seuil s, les paramétres k représentent les
constantes cinétiques de production, et les paramétres
m ceux de dégradation. Notez que dans l’équation
pour x le terme de dégradation n’est pas une simple
constante my multipliée par z, mais fait intervenir
un terme sigmoidal pour prendre en compte le fait
que la dégradation des 3-caténines dans le cytoplasme
n’est pas spontanée mais catalysée par le protéasome.
Notez aussi que le terme de transport k. fi(z) appa-
rait deux fois, comme expliqué précédemment. Nous
avons considéré deux maniéres de représenter qua-
litativement le transport mais nous n’en présentons
qu'une dans ce papier (transport dit ’sigmoidal’)

filx) = o™ (z, 851).

4 Théorie de Thomas-Snoussi

Glass [8, 9] et Thomas [16] ont développé une des-
cription logique de réseaux de régulation génétique.
Elle permet d’analyser qualitativement la dynamique
de tels réseaux. Comme nous l'avons déja dit les équa-
tions logiques sont dérivées de systémes différentiels
linéaires par morceaux de la forme suivante :

x'j:hj(xl,...,xi,...)—mj.xj (2)
oi1 h; est une somme de produits de fonctions “marche
d’escalier” (positives et négatives) dépendantes des va-
riables x; (pouvant inclure z; elle-méme). Les variables
x; peuvent étre vues comme les concentrations des pro-
téines produites par les génes.

La différence notable entre ce type d’équations et
le notre (Eq. 1) est que dans notre cas le coefficient
dans le terme de dégradation de = n’est pas constant
mais contient une fonction o (z, s). Le traitement de

Thomas-Snoussi peut néanmoins étre généralisé pour
traiter des systémes de ce type.

Un état x du systéme est défini par un vecteur (z1,

.., Tj, ...) et un chemin est une séquence d’états.

L’espace des états (des concentrations) est divisé
en domaines rectangulaires par l’existence de seuils le
long de chaque axe x; : dans chaque domaine Dy, le
systéme différentiel est linéaire, et un point focal Fj
peut étre associé a Dy : Fy, = ¢(Dy) (Fi est le point
vers lequel le systéme tend lorsqu’il se trouve dans
le domaine Dy). Un autre aspect important est que
les paramétres cinétiques sont, comme nous l’avons
déja signalé, faiblement connus ou méme compléte-
ment inconnus. Snoussi, Thomas et leurs colléegues
[14, 15, 16] ont développé une méthode dans laquelle
ces paramétres sont discrétisés sur ’échelle définie par
les seuils. Cela signifie que la position des points focaux
dans I'espace continu n’est pas précisément connu, seul
est connue le domaine auquel appartient le point fo-
cal Fj. Ainsi, les transitions entre domaines peuvent
étre établies et le graphe de transitions construit (les
nceuds du graphe étant les domaines).

Aprés discrétisation, un état X est associé & chaque
état x : X = f(x) . L’état X est I’état vers lequel le
systéme tend quand il est dans I’état x. Si une seule
variable différe entre X et x, cette variable change de
valeur lors de la transition ¢ — ¢ + 1. Si n variables
difféerent entre X et x, n transitions ayant X comme
origine sont considérées car seulement une variable
peut changer de valeur lors d’une transition. Autre-
ment dit, dans le cadre de cette abstraction, il est na-
turel de considérer que le réseau est asynchrone. Il en
résulte, puisque plusieurs transitions sont possibles &
partir d’'un état donné, que I’évolution du systéme est
non-déterministe.

5 Modéles discrets

Les points focaux s’obtiennent en écrivant qu’en ces
points les dérivées s’annulent. Pour simplifier ces équa-
tions nous introduisons les paramétres K suivants :

Ex _ kx _ k
KX,O = mxo1’ Kx’l - mx11’ KX’2 B m:cl’
— _ kxo — _ka ke
Kx3 = Mix1+Mx2 Kxa Mix1+Mx2’ Kxs = Mix1+Mxo
k
K, = mtza

Par ailleurs, une nouvelle approximation est faite,
consistant & remplacer les sigmoides (o) par des fonc-
tions marche d’escalier (s). L’équation donnant la
composante X du point focal associé a (z, z) devient :

kyvo + kx1.5+(z, Szl) — ky st ({E, le)

X p—
M1 + Mx2.51 (T, 5x2)




On veut éliminer le dénominateur et se ramener a
une somme de termes, comme expliqué dans la sec-
tion précédente. Pour cela on utilise ensuite le fait que
—sT = s~ — 1 et on regroupe les deux cas T < sy et
T > Sxo en une seule équation pour X :

X =5 (2, $x2).[(Kx,0 — Kx2)
+KX,1.5+(Z, Szl) + Kx,2-57 (Z‘, le)]
+5T (2, 5x2).[(Ky3 — Kx5)
+Kx’4.5+(27 551) + Ky 5.5 (2, Sx1)]
Z = K,s5"(x,5¢1)

Suivant Thomas et al. [2001], nous définissons des
opérateurs de discrétisation. Si par exemple, une
variable réelle ¢ posséde deux seuils (Sgup,Smt avec
Ssup > smf) elle est abstraite en une variable discréte
a = d(a) comme suit :

a=0%a < Smr
a=1%¢ smr <a<Sssy
a=2<% sgup <@

Nous introduisons les variables discrétes suivantes :
X=dy(X), Z=4d,(2), x =dx(x), z=d,(2).

Quatre seuils sont présents dans ce modeéle : Sx1,5x2,
Sz1, Szo €t par conséquent quatre paires d’ordre de
seuils doivent étre examinées : Sy; < Sx2 €t S;1 < Sy2
(modeéle B1), sx1 < 8x2 €t $z2 < S,1 (modeéle B2), syo <
Sx1 €t 8,1 < Sy2 (modeéle B3), sxo < sx1 €t S0 < Syu1
(modele B4). Le seuil s,3 n’apparait pas dans les équa-
tions ci-dessus (sous-systéme a deux variables), mais
on le prend en compte car il est nécessaire pour le sys-
téme complet. Les tables de transitions des modéles
B1, B2, B3 et B4 sont données dans Tab. 1, avec les
définitions de paramétres suivantes : K, ; = do(Kq,),
Ka,iJrj = da(Ka7i + Ka,j): Kaﬂ'fl = da(Ka,i - Ka,l)
Ka,iJrjfl = da(Ka,i + Ka7j - Ka,l)-

Il y a neuf paramétres discrets K pour ces quatre
modeéles, qui sont contraints par leurs définitions :
Kxo0-2 < Keo, Ko < Kyos1s
Keoti—2 < Kyeor1, Kisos
Kez+4, Kezos < Kisgaos,
Kz < Keos Kizga < Keogr, Kizos < Kyooa,
KX’3+4_5 S KX,0+1_2, s Kz = 2. La derniére
contrainte provient d’'une hypothése biologique. Nous
verrons dans la section 7.2 comment la prouver.

Ky0—2 < Ky og1-2,
S KX73: Kx,3 S

Kezta—s < Kyszqa,

6 Mise en ceuvre du modéle en PLC

Nous rappelons briévement les objectifs généraux
d’une implémentation d’un modéle biologique en PLC
pour montrer ensuite la concision de la mise en ceuvre
des modéles de Thomas en PLC et présenter quelques
requétes significatives & la fois biologiquement et du
point de vue des performances .

TaB. 1 Tables de transition pour les modéles B1, B2
(en haut), et B3, B4 (en bas)

x z | X Z X Z
0 0| Ko 0 | Keo 0
0 1] Kgotr 0 Kx,0 0
0 2 Kx,0+1 0 KX’0+1 0
1 0 KX,O—2 Kz Kx,O—Q Kz
1 1] Keori—z Ky | Kio-2 K.
1 2] Keori—2 Ky | Kyori—2  K;
2 0 Kx,375 Kz Kx7375 KZ
2 1| Kesya—s K | Kesos K,
2 2| Kespa—s Ky | Kesras K,
x z| X Z X Z
0 0| Kro 0 | Keo 0
0 1 Kx,0+1 0 Kx70 0
0 2] Kyot1 0 | Keott 0
10| Kes 0 | Kes 0
1 1| Keses 0| Kes 0
1 2| Kizga 0 | Ky344 0
2 0 Kx,375 Kz KX7375 KZ
2 1| Kyspas Ky | Kesos K.
2 2| Kystas Ky | Kesras Ky

6.1 Objectif

La construction d’un programme en PLC procéde
classiquement en deux étapes :

1. Spécification logique : dans notre cas, il s’agit
d’une part de définir le type de modéle considéré
(les réseaux logiques multivalués asynchrones) et
d’autre part le modéle biologique étudié (adhé-
rence entre cellules). Ces définitions sont éta-
blies & I’aide de prédicats permettant de poser les
contraintes auxquelles doivent satisfaire les com-
portements admis par le modéle biologique.

2. Requétes : certains parameétres peuvent étre trés
contraints et d’autres beaucoup moins. Dans
notre cas, les paramétres sont typiquement les pa-
rameétres cinétiques (discrétisés) et les comporte-
ments sous la forme de séquences d’états (che-
mins).

Notre objectif est de montrer comment il est pos-
sible, en utilisant la méme spécification logique, de
poser des requétes de simulation qualitative (les pa-
ramétres cinétiques sont connus, les chemins compa-
tibles sont recherchés), d’inférence (des chemins sont
connus, les paramétres cinétiques correspondants sont
recherchés) ou mixtes (chemins et paramétres partiel-
lement connus).

Pour cela, on peut rappeler les aspects méthodolo-

giques suivants :
les contraintes que nous utilisons, sur intervalles
entiers avec un nombre fini de valeurs, sont



telles que le résolveur ne fournit qu’une cohérence
faible : les réponses sires ne sont que les négatives
(incohérence du systéme de contraintes) ou les po-
sitives associées a une solution instanciée (obtenue
par énumération). L’enjeu consiste a déterminer
les meilleures heuristiques d’énumeération pour un
type de requéte donnée.

— la spécification logique doit étre unique et aussi,
dans notre cas, décrire des comportements non
déterministes. Ceci implique une utilisation inten-
sive de compositions de contraintes booléennes et
numériques (contraintes dites réifiées) .

— la terminaison des requétes doit étre assurée. Elle
I’est théoriquement dans notre cas dans la me-
sure ot les chemins non cycliques ont une taille
maximum. Pour des raisons de performance, cette
garantie théorique ne suffit évidemment pas et il
faut se préoccuper en particulier de minimiser la
taille des chemins présents dans une requéte.
enfin, un des moyens importants pour amélio-
rer lefficacité de la résolution de contraintes sur
intervalles consiste & introduire des contraintes
redondantes. Ces contraintes, produites a la
main, peuvent contribuer considérablement a une
meilleure propagation.

6.2 Organisation du programme

Le prédicat model_asynch_multival (Modele,
Chemin) définissant les réseaux de Thomas est vrai
si Chemin est un chemin possible du modéle Modele.
Un chemin est une liste d’états. Un modéle (B1, B2,
B3 ou B4) est défini par l'ordre sur les seuils. Il est
représenté par une table de transition (voir Tab. 1) et
par un ensemble d’inégalités entre ces paramétres.

Exemple : supposons que le modéle Modele est
connu, défini par une table T et les paramétres P. Une
question typique concernant l’existence d’un état sta-
tionnaire est la suivante :

Chemin = [S, S], Modele = [T, P],
model_asynch_multival (Modele, Chemin).

Ce prédicat exprime simplement que chaque état du
chemin Chemin doit étre un successeur de I'état pré-
cédent au sens des réseaux de Thomas et du modéle
Modele. Sa définition est la suivante :

model_asynch_multival (Modele, [Etat]).

model_asynch_multival (Modele, [[Ei, Es]|SChemin]):-
successeur (Modele, Ei, Es),
model_asynch_multival(Modele, [Es|SChemin]) .

Pour définir le prédicat successeur, les deux prédicats
suivants sont utilisés :

1. etat_focal(Modele, Ei, Ef) vrai si Ef est
I’état focal de ’état Ei selon la table T du modéle

Modele. Dans une premiére approche (voir section
8), on peut considérer les contraintes & satisfaire
comme une conjonction d’implications traduisant
la table T .

2. au_plus_un_saut(B, Ei, Ef, Es) vraisi (i) Es
ne différe de Ei que d’une composante au maxi-
mum, (i) la différence entre la valeur de cette
composante dans Es et la valeur de cette méme
composante dans Ei vaut 4+ 1 (voir section 4) et
(iii) B est équivalent & : Ei et Es sont différents.
Les contraintes & satisfaire concernent essentiel-
lement le nombre d’occurrences des composantes
difféerentes dans Ei et Es (plus petite ou égale a

1).

La définition de successeur en découle :

successeur (Modele, Ei, Es) :-
B = bdif(Ei, Ef),
etat_focal(Modele, Ei, Ef),
au_plus_un_saut (B, Ei, Ef, Es).

On remarque que les contraintes introduites sur B,
exprimant que Ei et Es différents est équivalent a Ei
et Ef différents, sont typiques de contraintes redon-
dantes : elles sont déduites de la définition des réseaux
de Thomas.

6.3 Exemples de requétes et résultats

Dans la mesure ou les requétes de simulation ne
posent pas de problémes, nous présentons ici deux
types de requétes intéressants d’un point de vue biolo-
gique, portant sur l'existence d’états stationnaires et
de réparations aprés une perturbation.

6.3.1 Etats stationnaires

La requéte suivante :

constr_Model ([b ,1], Modele),

model_asynch_multival (Modele, [E1,E1]).

qui vise a trouver les états stationnaire de B1, répond
El1~ [cc(0,2),cc(0,2)], 01t cc(0,2) représente I'in-
tervalle fermé 0-2. Cela ne fournit pas d’information
intéressante étant donné que l’ensemble solution re-
couvre tout 'espace. Une énumération sur E1 donne 3
possibilités ([0,0]1, [1,2], [2,2]). Mais cette réponse
ne dit pas si ces trois états stationnaires peuvent co-
exister. Pour obtenir une réponse générale au sujet de
ces coexistences, la requéte :

enum(N, 1, 4), constr_Model([b ,N], Modele),
dif (E1, E2), dif(E1, E3), dif(E2, E3),

model_asynch_multival (Modele, [E1,E1]),
model_asynch_multival (Modele, [E2,E2]),
model_asynch_multival (Modele, [E3,E3]),

enum_Etat(E1), enum_Etat(E2), enum_Etat(E3).



qui échoue, donne une réponse plus informative : au-
cun modéle de la classe B n’autorise la coexistence de
plus de deux états stationnaires. On note qu’aucune
énumeération sur les parameétres n’a été nécessaire pour
obtenir ces résultats.

Par ailleurs, on peut vérifier qu’il existe des modéles
admettant deux états stationnaires. Par exemple, pour
la classe de modeéles B3, il y a 5 modéles : I'un avec
les états stationnaires [0, 0] et [2, 2] et les quatre
autres avec les états [1, 0] et [2, 2]. L’état [0, O]
peut étre interprété comme l’état sain de la cellule
(cellule adhérente) dans lequel la (-caténine est pré-
sente dans le cytoplasme et dans le noyau & un niveau
bas. L’état [2, 2] signifie que la concentration de -
caténine dans les deux compartiments est au niveau le
plus élevé et correspond & un état pathologique.

6.3.2 Reéparations aprés perturbation

Arrivé a ce point de l'analyse, il est intéressant,
pour la classe B3 avec 1’état stationnaire [0, 0] lors-
qu’il est possible, d’étudier 'existence de comporte-
ments permettant la restauration des jonctions aprés
perturbation. Plus précisément, lorsque les jonctions
sont déstabilisées par les anticorps, les VE-cadhérines
sont détruites et les (B-caténines sont libérées dans le
cytoplasme. Notre modélisation représente une telle
perturbation en positionnant initialement le systéme
dans un état ayant une valeur de la concentration x
plus élevée par rapport a la valeur dans I’état station-
naire sain. Nous appellons chemin réparateur pour B3
un chemin (i) dont ’état initial est un état perturbé,
(ii) contenant au moins un état ot z = 1 (il a été ob-
servé que la concentration de la (-caténine aprés une
perturbation augmente [10]), et (iii) se terminant dans
I’état stationnaire sain. La requéte a poser doit donc
vérifier par exemple s’il existe un chemin commencant
par D’état [1,0], se terminant dans I’état [0,0] et
contenant un état [X,1] ot X est quelconque.

Une réponse négative est obtenue pour B3, sans au-
cune énumération. Par contre, il existe des modéles
de B3 avec l'état stationnaire [0,0] admettant des
chemins réparateurs mais commencant par 1’état per-
turbé [2,0]. Il devient alors intéressant, dans la me-
sure ot nous cherchons & isoler une classe de modéles
abstraits, de se demander si pour tous ces modéles
tous les chemins commencant par [2, 0] sont répara-
teurs. Il suffit d’ajouter a la requéte une condition ex-
primant I’existence d’'un chemin non réparateur com-
mencant par [2, 0]. Malheureusement, la réponse est
positive. Pour poursuivre, il faudrait isoler une sous-
classe de B3 ayant la propriété recherchée. Ce serait
possible en extension (en donnant tous les jeux de pa-
rameétres possibles) mais difficile & exploiter pour un
biologiste : une catégorisation en intention serait plus

indiquée (voir section 8).

La terminaison des requétes reste évidemment un
point clé. Dans notre cas, elle est assurée sans dif-
ficulté, dans la mesure ot peu de composants et de
seuils interviennent : la taille des chemins sans cycles
est limitée a 8. C’est pourquoi ce sont des chemins de
cette taille qui sont utilisés dans les requétes pour dé-
terminer des chemins réparateurs et non réparateurs.
On sait de plus que le successeur d’un état station-
naire est cet état lui-méme et cela fait I'objet d’une
contrainte redondante complétant un chemin si celui-
ci atteint un état stationnaire. Dans le cas général,
des moyens plus sophistiqués peuvent étre nécessaires
(voir section 8).

7 Introduction des états singuliers

Nous présentons dans ce qui suit la notion d’état
singulier. Comme nous ne pouvons détailler ici la mo-
délisation en PLC des réseaux les intégrant, seul un
probléme de modélisation est abordé. Nous donnons
ensuite un scénario de requétes possible.

7.1 Notion d’état singulier

Comme cela est mentionné dans [16] et [12] les fron-
tiéres entre les domaines adjacents doivent étre consi-
dérées pour obtenir une description correcte des che-
mins possibles. Par exemple, dans le cas ot deux tran-
sitions entre des domaines D et D', telles que D — D’
et D' — D, existent, une situation de conflit apparait.
En effet, soit un chemin partant du domaine D, dés
qu’il atteint D’ il est amené & revenir en D puis en
D'et ainsi de suite. En fait, le chemin reste sur la fron-
tiére et peut “glisser” le long de celle-ci (pour atteindre
un état de plus faible dimension). Une telle frontiére
est appelée un “mur noir”. Cet exemple montre que les
frontiéres doivent étre introduites dans la description
comme des états additionnels (nommés états singuliers
dans la terminologie de Thomas). Par conséquent, on
doit étre capable de calculer des transitions partant ou
provenant de tels états. Remarquons que les frontiéres
entre domaines réguliers adjacents et aussi les inter-
sections de ces frontiéres sont des états singuliers. De
Jong et al. [12] ont développé une méthode générale
et rigoureuse pour calculer de telles transitions, basée
sur le concept de solution de Filippov pour des équa-
tions différentielles avec membre de droite discontinu.
Remarquons que le successeur d’un état peut différer
de cet état sur plus d’un composant. Deux régles prin-
cipales permettent de déterminer les transitions d’un
domaine D vers un domaine D’ de plus basse dimen-
sion, et d’un domaine D vers un domaine D’ de plus
haute dimension. Un programme Java qui implémente



ces régles a été réalisé par de Jong et al. [12] : il permet
de faire des simulations qualitatives.

Dans l'optique de poser des requétes plus générales
que des simulations, nous avons modélisé ces deux
régles sous forme de contraintes. Le nombre d’états est
beaucoup plus grand puisqu’on prend en compte les
états singuliers (dans le modéle B nous avons 25 états
dont 9 états réguliers), et les prédicats définissant le
successeur d’un état sont plus complexes. En pratique,
le fait que les frontiéres et les intersections de frontiéres
sont des états signifie que les variables discrétes x et z
peuvent prendre des valeurs intermédiaires. Pour faire
simple, on peut voir ces valeurs logiques intermédiaires
comme des demi-entiers. Par exemple en dimension 1,
une frontiére entre les domaines étiquetés par x = 1
et x = 2 est associée & x = 3/2. En dimension n les
intersections de frontiéres conduisent & des états sin-
guliers de plus petite dimension qui doivent aussi étre
considérés. En d’autres termes, plusieurs composantes
d’un état peuvent étre des demi-entiers. Le nombre de
valeurs demi-entiéres dans un état est appelé 1’ordre
de cet état.

La spécification logique en PLC des réseaux possé-
dant de tels états ne peut étre détaillée ici. Néanmoins,
il est intéressant de mentionner une des difficultés de
modélisation rencontrée dans la mesure ou elle pré-
sente un caractére général. Dans cette extension, les
successeurs d'un état singulier S sont définis & partir
du plus petit hyperrectangle contenant les états focaux
des états réguliers adjacents & S. Il est possible de défi-
nir intentionnellement ces états focaux et le probléme
se pose donc dans les termes suivants : étant donné un
systéme de contraintes, exprimer les contraintes dé-
terminant la solution minimale (et la maximale) de ce
systéme. Dans le cas général, il y a aucun espoir de ré-
soudre ce probléme. Mais si le nombre N de solutions
est fini, on peut utiliser par exemple une contrainte du
typemin(a, b, c) signifiant que a est le minimum de
b et c : il faut alors poser de 'ordre de N contraintes
de ce type. Dans notre cas, N est le nombre d’états
adjacents, et vaut 297¢ oit Ord est 'ordre de I'état
singulier considéré. Ceci implique que cette méthode
ne peut étre utilisée que si 'ordre est connu. Deux
attitudes sont alors possibles : soit utiliser un pro-
cessus suspensif en attente de l'ordre pour poser les
contraintes de minimisation, soit déterminer a priori
pour un systéme donné ’ordre maximal (qui peut étre
effectivement faible).

7.2 Exemples de résultats

Les résultats présentés ici concernent des questions
d’atteignabilité, d’identification d’états stationnaires,
et d’existence de chemins réparateurs. Toutes les re-
quétes concernent le modéle B3 exclusivement. Nous

notons s,; la valeur discréte demi-entiére correspon-
dant au seuil s,;. Pour le modéle B3 nous avons
841 < Sz2, et donc s,; = 1/2 et s,0 = 3/2.

1. Tentons de montrer que K, = 2 peut étre dé-
duit des observations que les chemins de restau-
ration passent par un état ol z est au-dessus du
seuil s,2. Comme précédement, nous supposons
que le systéme posséde un état stationnaire sain
(la VE-cadhérine n’est pas synthétisé continuelle-
ment, qui signifie que z est au dessous de s,2). 1l
a été observé que lorsqu’on perturbe le systéme a
partir d’un tel état le systéme passe par un état
ot la VE-cadhérine est produite (z au dessus de
Sz2). Il est évident que cela n’est possible que s’il
existe une transition d’un état ol z = s, & un
état ol z > s,o. L’affirmation de l'existence de
cette transition et la contrainte K, # 2 conduit
a un échec avec 'aide d’une énumération sur les
états de la transition (aucune énumération sur les
paramétres n’est nécessaire). Ainsi K, = 2 est dé-
montré, et nous considérons ce paramétre comme
instancié dans la suite.

2. Dans les modéles B il y a quatre états singu-
liers d’ordre 2 (ces états sont réduits a des points
étant donné que le systéme est bidimensionnel).
Démontrons qu’aucun état d’ordre 2 n’est attei-
gnable & partir d’un état régulier (ordre 0) pour
les valeurs de paramétres suivantes : Ky 3 = 0,
K314 = 1 et Ko = 0. La requéte est exprimée
ainsi : les paramétres de B3 sont contraints aux
valeurs données précédement ; un chemin Chemin
de longueur 3 (la longueur nécessaire pour aller
d’'un état d’ordre 0 a un état d’ordre 2) est créé;
son premier et son dernier élément sont contraints
respectivement & étre un état régulier et un état
d’ordre 2. De plus Chemin est contraint & étre un
chemin de B3. Un échec est obtenu en énumérant
sur Chemin (mais pas sur les paramétres). La pro-
position ci-dessus est ainsi prouvée.

3. Une requéte analogue permet de montrer la pro-
priété générale a tous les modéles de B3 qu’aucun
état [x,z] avec x entier (entre deux seuils) et z
demi-entier (sur un seuil), n’est un “mur noir”.

4. Nous pouvons aussi démontrer qu’il n’existe pas
de chemin réparateur si Kyzis4, Kizis—s et
Kx,0+1 sont tous égaux a 2. Il s’agit du cas ot
une concentration de la B-caténine dans le noyau
provoquerait toujours une augmentation de la
concentration de la (-caténine cytoplasmique et
donc ménerait & un état stationnaire ou la (-
caténine serait produite en permanence. Ceci éli-
mine 10 modéles sur 50.



8 Discussion

Nous sommes conscients du fait que le réseau
présenté ici, bien qu’utile, reste de petite taille et
qu’il doit étre étendu pour rendre mieux compte de
la réalité biologique. Si les performances en espace et
en temps sont acceptables et encourageantes pour ce
réseau, le resteront-elles si un plus grand nombre de
protéines ou de génes et de seuils sont introduits ? La
réponse a cette question peut étre appréciée selon les
critéres suivants :

- colt en espace, qui dépend du nombre de
contraintes attachées & un chemin. Ce nombre est clai-
rement une fonction linéaire du nombre d’états du che-
min. Le nombre d’équations exprimant la liaison entre
un état et son successeur est, comme nous ’avons vu,
une fonction linéaire du nombre de composants d’un
état, c’est a dire de la dimension du systéme. Il reste
A considérer le nombre d’équations nécessaires pour
définir un état focal. Dans I'implémentation que nous
avons décrite et qui utilise des tables de transitions, ce
nombre varie exponentiellement avec la dimension. Ce-
pendant notre mise en ceuvre est moins cotiteuse. Elle
s’appuie sur le fait que chaque composant d’un état fo-
cal d'un état E est défini & partir d’'un nombre réduit
de composants de cet état E. Ce nombre de compo-
sants est associé a la connectivité du graphe d’interac-
tion entre les composants biologiques qui est habituel-
lement faible. Il en ressort que le nombre d’équations
définissant un état focal varie, au pire, exponentielle-
ment avec la connectivité du réseau (et non avec sa
dimension). Une autre amélioration permet de réduire
au mieux l'intervalle d’'un composant de I’état focal.
Plus précisément, nous avons été amené pour cela a
résoudre le probléme suivant : soit X_f un composant
défini par exemple par X_f = K1*B1 + K2*B2+ K3*B3
+ K4xB4 ou B1, B2, B3 et B4 sont quatre booléens ex-
clusifs dont au moins 'un est vrai, comment réduire
au mieux l'intervalle de X_f suivant la connaissance
sur les booléens sans utiliser des représentations avec
intervalles disjoints (qui sont cotiteuses).

Pour conclure, ce probléme de coiit en espace ne
semble pas crucial. Expérimentalement des chemins
de B3 contenant 30 états sont facilement traités.

- cott en temps, qui dépend du nombre de
contraintes et (principalement) du nombre d’énumeéra-
tions. Des heuristiques pertinentes doivent étre recher-
chées pour réduire ce coit. En particulier, ce cott est
réductible en réduisant le nombre de modéles & consi-
dérer, grace a la construction de classes d’équivalence
regroupant des modéles admettant les mémes graphes
de transitions entre états. Une telle classification est

réalisable d’aprés la définition d’un successeur.

Aussi, des contraintes spéciales peuvent étre posées
pour des requétes particuliéres. Par exemple Devloo
[6] utilise les propriétés énoncées dans [14] et la
technologie CSP pour découvrir efficacement les états
stationnaires de modéles asynchrones complétement,
instanciés. Cette approche pourrait certainement
étre utilisée aussi pour induire des paramétres de
modeéles a partir d’informations concernant les états
stationnaires.

Enfin, un autre probléme important est le choix des
deux langages a fournir aux utilisateurs d’un tel sys-
téme : celui permettant d’exprimer des propriétés et
celui fournissant les résultats.

Dans [1], le langage proposé pour exprimer des
propriétés est CTL (Computational Tree Logic), en
conjontion avec des algorithmes de model-checking qui
vérifient des propriétés CTL. Cette étude considére
que le systéme biologique est connu. Dans [13], CTL
est aussi proposé pour spécifier des propriétés de mo-
déles asynchrones multivalués : cette étude vise aussi
A trouver des paramétres a partir de comportements,
avec des méthodes de model-checking appliquées sur
des modéles instanciés. Clairement, CTL et les mé-
thodes de model-checking sont & considérer, et tout
particuliérement le model-checking symbolique comme
dans [4]. Adapté & notre probléme, ce dernier peut
nous aider & gagner en efficacité (spécialement pour
des requétes universelles), mais aussi pour la terminai-
son (pour éviter des chemins trop longs) et enfin pour
imposer des comportements via des formules CTL.

La conception d’un langage pour exprimer les ré-
sultats représente un défi réel. Ceci est da au fait
que les biologistes désirent des résultats exprimés sous
la forme “ces modéles satisfont ces propriétés”, c’est
a dire intentionnellement et non extensionnellement,
comme ils le sont pour l'instant. Il sagit d’un probléme
d’apprentissage automatique qui nécessite d’abord une
concertation avec les biologistes pour décider des com-
posants élémentaires des formules d’'un tel langage.

9 Conclusion

Nous avons d’abord montré comment représenter
le systéme biologique étudié sous la forme d’EDLM
adaptées au formalisme des réseaux asynchrones
multivalués de R. Thomas. Puis, nous avons donné
les grandes lignes de la mise en ceuvre de ces réseaux
en PLC pour faire ressortir la simplicité et la rigueur
de l'approche. Des exemples de requétes significatives
ont permis d’illustrer la souplesse de cette mise en
ceuvre. Nous avons ensuite introduit rapidement
I’extension de ces réseaux pour prendre en compte les



états singuliers en insistant sur la nécessité d’une telle
extension : en effet, & moins qu’il n’y ait aucun “mur
noir” une description ne prenant en compte que les
états réguliers ne parait guére acceptable. Et enfin,
nous avons discuté de la faisabilité de ’approche en
termes de nombre de contraintes et de performances,
en faisant état des principales difficultés & surmonter
et des voies de recherche possibles. On peut remarquer
que ces difficultés, soulevées & propos d’un modéle
de réseau biologique, relévent de problémes plus
généraux : par exemple quand il s’agit de poser des
contraintes sur des chemins ou d’obtenir des résultats
sous une forme intentionnelle.

Par ailleurs des expériences en protéomique, me-
nées a I'IBS (Institut de Biologie Structurale) sont sur
le point d’identifier de nouvelles protéines intervenant
dans 'adhérence entre cellules. Ces études étendront
le réseau a considérer et introduiront de nouvelles va-
riables et aussi de nouvelles contraintes. Un outil tel
que celui présenté sera encore plus nécessaire pour dis-
criminer les modéles non significatifs.
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