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“But technology will ultimately and usefully be better served by following the spirit of Eddington, by attempting to provide enough time and intellectual space for those who want to invest themselves in exploration of levels beyond the genome independently of any quick promises for still quicker solutions to extremely complex problems.” Strohman RC (1977) Nature Biotech 15:199



FOREWORD What are the salient features of the new scientific context within which biological modelling and simulation will evolve from now on? The global project of high-throughput biology may be summarized as follows. After genome sequencing comes the annotation by ’classical’ bioinformatics means. It then becomes important to interpret the annotations, to understand the interactions between biological functions, to predict the outcome of perturbations, while incorporating the results from post genomics studies (of course, sequencing and annotation do not stop when simulation comes into the picture). At that stage, a tight interplay between model, simulation and bench experimentation is crucial. Taking on this challenge therefore requires specialists from across the sciences to learn each other’s language so as to collaborate effectively on defined projects. Just such a multi-disciplinary group of scientists has been meeting regularly at Genopole, a leading centre for genomics in France. This, the Epigenomics project, is divided into six subgroups. The GolgiTop subgroup focuses on membrane deformations involved in the functionning of the Golgi. The Hyperstructures subgroup focuses on cell division, on the dynamics of the cytoskeleton, and on the dynamics of hyperstructures (which are extended multi-molecule assemblies that serve a particular function). The Organisation subgroup has adopted a systems biology approach with the application and development of new programming languages to describe biological systems which it has been applying to problems in the growth and differentiation of plants and in the structure and functioning of mitochondria. The Observability subgroup addresses the question of which models are coherent and how can they best be tested by applying a formal system, originally used for testing computer programs, to an epigenetic model for mucus production by Pseudomonas aeruginosa, the bacterium involved in cystic fibrosis. The Bioputing group works on new approaches proposed to understand biological computing using computing machine made of biomolecules or bacterial colonies. The SMABio subgroup focuses on how multi-agents systems (MAS) can be used to model biological systems. The works of subgroups underpinned the conferences organised in Autrans in 2002, in Dieppe in 2003, in Evry in 2004, in Montpelliers in 2005, in Bordeaux in 2006 and back to Evry in 2007. The conferences in Lille in 2008 which as reported here, brought together over a hundred participants, biologists, physical chemists, physicists, statisticians, mathematicians and computer scientists and gave leading specialists the opportunity to address an audience of doctoral and post-doctoral students as well as colleagues from other disciplines. This book gathers overviews of the talks, original articles contributed by speakers and subgroups, and poster abstracts. We thank the sponsors of this conference for making it possible for all the participants to share their enthusiasm and ideas in such a constructive way.



Patrick Amar, Gilles Bernot, Marie Beurton-Aimar, Marie Dutreix, Jean-Louis Giavitto, Christophe ´ es, ` Jean-Pierre Mazat, Franck Molina, Victor Norris, Vincent Godin, Janine Guespin, Franc¸ois Kep ¨ Schachter, Philippe Tracqui, Bernard Vandenbunder.



ACKNOWLEDGEMENTS We would like to thank the conference participants, who have contributed in a way or another this book. It gathers overviews of the talks, discussions and roundtables, original articles contributed by speakers, abstracts from attendees, posters and lectures proposed by the epigenesis groups to review or illustrate matters related to the scientific topic of the conference. Of course the organisation team would like to express gratitude to all the staff of the Hotel Ascotel and the restaurant le Pariselle for the very good conditions we have found during the conference. Special thanks to the Epigenomics project for their assistance in preparing this book for publication. The cover photography shows the tulips by Yayoi Kusama. We would also like to express our thanks to the sponsors of this conference for their financial support allowing the participants to share their enthusiasm and ideas in such a constructive way. They were: R • Genopole Evry: http://www.genopole.fr



´ • Region Nord-Pas de Calais: http://www.nordpasdecalais.fr • Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS): http://www.cnrs.fr ´ ` • Reseau national des systemes complexes (RNSC): http://rnsc.csregistry.org/tiki-index.php ´ • GDR CNRS 3003 Bioinformatique Moleculaire: http://www.gdr-bim.u-psud.fr • Universite´ des Sciences et Technologies de Lille (USTL): http://ustl1.univ-lille1.fr/projetUstl/ • Fondation Scientifique Fourmentin-Guilbert: http://www.fourmentinguilbert.org



T HE



EDITORS



INVITED SPEAKERS



M ICHEL BORNENS



Institut Curie, Paris (F)



D ENNIS BRAY



University of Cambridge (UK)



V INCENT DANOS



Universit´e Denis Diderot, Paris (F)



M ARC DUMAS



ENS, Lyon (F)



J EREMY GUNAWARDENA



Harvard University (USA)



D ON INGBER



Harvard Medical School (USA)



DANIEL KAHN



Universit´e Lyon 1 (F)



A NDREW LANE



Louisville University (USA)



¨ J ORG LANGOWSKI



DKFZ Heidelberg (D)



M ARC LEFRANC



Universit´e Lille (F)



J IM M C NALLY



NIH Bethesda (USA)



H OWARD PETTY



Ann Harbor University (USA)



E YTAN RUPPIN



Tel Aviv University (Isra¨el)



R EN E´ THOMAS



ULB (Belgium)



M IN ZHAO



University of California Davis (USA)



CONTENTS PART I



INVITED TALKS



B IOLOGICAL



11



MODELLING



R EN E´ THOMAS,



M. K AUFMAN ´ Analyse logique des circuits de retroaction . . . . . . . . . . . 13 AND



J EREMY GUNAWARDENA Programming with models . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53 D ENNIS BRAY Computer-based analysis of bacterial chemotaxis . . . . . . . 55



T ENSEGRITY



AND MORPHOGENESIS



D ON INGBER Tensegrity-based integration of cellular structural and information processing networks . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57



M ICHEL BORNENS Shape, Polarity and Division Axis in Animal Adherent Cells . . 59



M IN ZHAO Genetic analysis of electric signal-directed cell movement . . . 61



F ORMAL



METHODS



V INCENT DANOS Rule-based modelling of cellular signalling . . . . . . . . . . . 63



E YTAN RUPPIN Constraint-based Modeling of Human Metabolism . . . . . . . 65



M ETABOLISM



AND SYSTEMS BIOLOGY



DANIEL KAHN Metabolic Control Theory and the analysis of biological regulation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67



A NDREW LANE Stable isotope tracing in metabolic pathways . . . . . . . . . . 69



M ARC DUMAS Metabolomics and Systems Biology: from basics to basic science . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79



S PATIOTEMPORAL



DYNAMICS



¨ J ORG LANGOWSKI Genome architecture and dynamics studied by computer simulations . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81



J IM MCNALLY Measuring in vivo binding affinities by quantitative FRAP . . . 83



M ARC LEFRANC, P IERRE -E MMANUEL M ORANT, Q UENTIN T HOMMEN , F LORENCE C ORELLOU, C HRISTIAN S CHWARTZ , C ONSTANT VANDERMOERE , B ENJAMIN PARENT, F RANC¸ OIS L EMAIRE , F RANC¸ OIS -Y VES B OUGET Modeling of the circadian clock of the green unicellular alga Ostreococcus tauri and nonlinear dynamics of simple genetic oscillators . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85



H OWARD R. PETTY, AND A NDREA C LARK Methods to improve the kinetic evaluation of fluorescence intensities and locations of chemical signals within single living cells . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87



PART II



ARTICLES



97



M ATHIEU POUDRET, J EAN -PAUL C OMET, PASCALE L E G ALL , F RANC¸ OIS K E´ P E` S , AGN E` S A RNOULD, P HILIPPE M ESEURE , J EAN -M ARC V ERBAVATZ , A LAIN R AMBOURG Toward a computer-aided methodology for topology-based simulation of the Golgi apparatus . . . . . . . . . . . . . . . . 99 ´ S T EPHANE RANSAC, J EAN -P IERRE M AZAT Importance of the distances between the redox centers and the quinones binding sites in the mitochondrial bc1 complex . . 115



A BDALLAH ZEMIRLINE Modelling Complexity using Hierarchical Interaction Networks 125



V IC NORRIS



ET AL .



From bioputing to bactoputing: computing with bacteria . . . . 133



A NNE -F RANCOISE MONNIER, A RMELLE C ABIN , G UIL L EGENT, DANIELLE C ANCEILL , E MMANUELLE L E C HATE LIER , C AMILLE R IPOLL , M ICHEL T HELLIER , V IC N ORRIS AND L AURENT J ANNIERE From metabolic hyperstructures to DNA replicationcomplexes and back again . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 161 LAUME



PART III



POSTERS



187



C HRISTOPHE BECAVIN, A RNDT B ENECKE Multidimensional Scaling: Unrevealing relational geometric patterns in transcriptome biology . . . . . . . . . . . . . . . . 189



C LAUDIU GIURANIUC, R ALF B LOSSEY The deterministic dynamics of Gate-based Gene Networks . . 191 DANIEL JOST, R ALF E VERAERS DNA melting models and genomic applications . . . . . . . . 193



M BARKA MABROUKI, J EAN -PAUL C OMET, PASCALE L E G ALL AND S ANDRINE V IAL Identifying independent sub-networks of biological regulatory networks for ensuring preservation of observations issued from biological experiments . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 195



WALTER RIOFRIO Biological Information and Self-Organizing Dynamics . . . . . 197



PART IV



LIST OF ATTENDEES



198



PART I



INVITED TALKS



M ODELLING C OMPLEX B IOLOGICAL S YSTEMS



13



ANALYSE LOGIQUE DES CIRCUITS DE RÉTROACTION René Thomas et Marcelle Kaufman Université Libre de Bruxelles, Faculté des Sciences Campus Plaine CP 231, B-1050 Bruxelles, Belgique



1. INTRODUCTION La régulation peut être définie comme l'ensemble des processus qui ajustent le taux de production et de dégradation des éléments d'un système à l'état de ce système et à celui de variables environnementales appropriées. Les opérateurs de ces ajustements sont les circuits de rétroaction (en anglais, feedback circuits), dont le rôle biologique est absolument crucial. Pour une analyse détaillée, voir [42, 43, 46]. Classiquement, les systèmes biologiques sont traités de l'une ou l'autre de deux manières diamétralement opposées: la description purement verbale ou la description quantitative en termes d'équations différentielles. Cette dernière est extrêmement puissante, et nous l'utilisons abondamment. Cependant, en raison du caractère non-linéaire d'une large part des interactions, ces systèmes différentiels ne peuvent être résolus analytiquement. Ils peuvent être résolus numériquement avec toute la précision demandée, mais cette précision même peut être illusoire, car les valeurs des paramètres et la forme exacte des interactions doivent souvent être inventés. On peut se demander s'il est possible de saisir les caractères qualitatifs essentiels de la dynamique d'une autre manière. C'est dans cet esprit qu'il a été proposé de manière répétée de recourir à une description logique: voir, par exemple, [7, 12, 26, 27, 35, 38, 49]. Les descriptions logiques, ou discrètes, utilisent des variables qui ne peuvent prendre qu'un nombre limité de valeurs, le plus souvent, deux seulement: 0 et 1 (dans ce cas, on parle de description binaire ou Booléenne). A première vue, cette description, qui, dans les cas les plus simples, considère une substance comme "présente" ou "absente" et un gène comme "allumé" ou "éteint", peut apparaître comme une caricature bien grossière. En fait, on se rend compte à l'usage que cette impression est inutilement pessimiste. L'une des raisons est la suivante. En biologie et, pour autant que nous puissions juger, également dans bien d'autres domaines, un régulateur est le plus souvent inefficace en dessous d'une concentration "seuil" et son effet plafonne rapidement aux concentrations supérieures.
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En d'autres termes, la plupart des interactions régulatrices ont une forme sigmoïde, caractérisée par une valeur "seuil" de leur concentration et par un plafonnement de leur effet. (Figure 1a). Cette non-linéarité est responsable de la difficulté de traiter les équations différentielles analytiquement, mais elle est en fait absolument essentielle à l'émergence de dynamiques complexes. On s'est évidemment demandé s'il était possible d'idéaliser la forme de ces interactions de manière à faciliter leur traitement. L'idée d'une idéalisation linéaire (Figure 1b) est tentante par sa simplicité. Cependant, on se rend compte rapidement qu'elle n'est acceptable qu'au voisinage immédiat d'un état stationnaire. L'idéalisation logique (Figure 1c) est en quelque sorte diamétralement opposée à la précédente en ce sens qu'elle a un caractère "infiniment non-linéaire": on raisonne comme si l'effet du régulateur était nul tant que sa concentration est inférieure au seuil, et plafonnait au-delà de cette concentration. Il est apparu que ce type d'approximation, contrairement à l'approximation linéaire, conserve pleinement le comportement qualitatif essentiel des systèmes: voir à ce sujet les beaux articles de Glass & Kauffman [8, 9], et aussi Kaufman et al. [13, 16, 17]. Notons d'ailleurs que les biologistes les plus allergiques à tout traitement formel ne manquent aucune occasion de dire, et même d'écrire: "en présence de l'immunité, ceci, en absence de l'immunité, cela", ou encore: "à basse température, ceci, à haute température, cela". Voilà pourtant une attitude bien Booléenne!



Figure 1: Une courbe sigmoïde (a), sa caricature linéaire (b) et sa caricature logique (c). Les courbes sigmoïdes peuvent être décrites analytiquement par des fonctions du type tangente n hyperbolique ou par des fonctions de Hill: F + (x) = n x n s'il s'agit d'une sigmoïde s +x n s  croissante, F (x) = n s'il s'agit d'un sigmoïde décroissante. Pour n = 1, la s + xn courbe croissante est une simple branche d'hyperbole (courbe de Michaelis-Menten). Pour toute valeur de n > 1, la courbe a un point d'inflexion et est une sigmoïde. Plus n est élevé, plus la sigmoïde est raide. Quand n  , la sigmoïde tend vers une fonction seuil.
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Dans ce texte, nous aborderons successivement dans les sections: 2. notre description logique sous sa forme la plus simple, que nous qualifions ici de logique "naïve", quoiqu'elle se distingue déjà de la description classique par son caractère asynchrone 3. l'emploi, lorsque la nécessité s'en fait sentir, de variables à plus de deux niveaux (Van Ham, 1979, Richelle, 1986; Snoussi, 1989, Thomas & D'Ari, 1990, Thomas, 1991, [30, 33, 42, 43, 48]) 4. l'introduction, cruciale, de paramètres logiques (Snoussi, 1989 [33]), qui donnent un poids à chacun des termes d'une expression logique 5. l'introduction de valeurs logiques associées aux seuils (Thomas & D'Ari, 1990,Thomas, 1991, Snoussi & Thomas, 1993, [34, 42, 43]) 6. l'analyse logique généralisée d'un système simple 7. une "logique inverse" qui consiste, plutôt que de procéder du modèle vers ses implications, à utiliser une démarche inductive, synthétique, des faits expérimentaux vers le modèle 8. l'emploi d'une analyse logique "au second degré", portant sur les inégalités entre valeurs (ou somme de valeurs) de délais.



2. Description logique "naïve" mais asynchrone Sous sa forme la plus simple, la description logique associe une variable logique x à chaque élément jugé pertinent du système. Cette variable prend la valeur 1 ("présent") quand la valeur réelle x excède s, le niveau du seuil, 0 ("absent") sinon. Insistons sur le fait que x = 0 ne signifie nullement que la concentration x soit nulle, mais simplement qu'elle est inférieure au seuil s. L'état du système peut donc être décrit par un vecteur logique x y z …, qui donne les valeurs logiques des variables dans un ordre convenu; par exemple, le vecteur d'état 010 décrit un état où l'élément x est "absent", l'élément y, "présent" et l'élément z "absent". Classiquement, un système est décrit par des équations logiques donnant pour chaque variable, sa valeur au temps t+1 en fonction de l'état du système au temps t: (x, y, z, …)t + 1 = f(x, y, z, …)t Le temps est donc introduit par l'attribution, à chaque valeur (x y z, …)t du vecteur d'état au temps t, d'un "état suivant" (x y z, …)t + 1 . Cette attitude "synchrone" pose de sérieux problèmes pour l'application aux systèmes biologiques, (a) parce que dans cette description chaque état du système a un, et un seul état suivant possible, ce qui empêche toute possibilité de choix, (b) parce qu'elle exige dans bien des cas la commutation exactement simultanée (de 0 à 1 ou de 1 à 0) des valeurs de deux ou plusieurs variables.
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Dans le but d'éviter ces problèmes, nous avons proposé une autre manière d'introduire le temps dans la description logique [38, 39, 43]. Alors que dans la description classique (x, y, z, …)t + 1 est l'état suivant de (x, y, z, …)t , nous écrivons: (X, Y, Z, …) = f(x, y, z, …) où (X, Y, Z, …) est, à tout moment, l'image du vecteur d'état (x, y, z, …) par la transformation f. Pour bien montrer la différence entre les deux attitudes, prenons l'exemple d'un gène dont le produit est x. Quand le produit est présent, nous écrivons, x = 1, quand il est absent, x = 0. Quand le gène est allumé, le produit x est destiné à apparaître et nous écrivons X = 1. Si au contraire le gène est éteint, le produit du gène, qui est périssable, est destiné à disparaître, et nous écrivons X = 0.



Figure 2: Ligne supérieure: le système synthétique, initialement inactif (X = 0), est allumé (X = 1) par un signal (flèche des gauche), puis éteint (X = 0) par un second signal (flèche de droite). Ligne inférieure: le produit du gène "apparaît" (= atteint sa concentration seuil) un certain temps (délai: t x ) après le signal "on" et "disparaît" (= tombe sous sa concentration seuil) un certain temps (délai: t x ) après le signal "off".



Supposons que le gène soit initialement éteint, qu'un signal (par exemple l'apparition d'un activateur ou la disparition d'un répresseur) l'allume puis qu'après un certains temps, un second signal l'éteigne. Nous aurons successivement X = 0, X = 1, X = 0 (Figure 2, haut). Qu'en est-il de la présence du produit (Figure 2, bas)? Initialement, si le gène est éteint depuis un temps suffisant, son produit qui est périssable est absent (x = 0). Dès que le premier signal a été donné, le gène X entre en fonction et le produit commence à être synthétisé; il va apparaître, mais pas immédiatement. Durant cette période intermédiaire, nous avons X = 1 (gène allumé) mais x = 0 (produit pas encore présent): la valeur de la variable apparaît comme une mémorisation de la situation qui prévalait avant que la commande (X = 1) ne soit donnée Le signal a fonctionné comme une commande dont la réalisation effective n'aura lieu qu'après un délai t x . Formellement, la variable x a gardé la valeur 0 mais il y a un ordre d'aligner cette valeur à la
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valeur "1" de la fonction X; ceci a lieu après un délai t x , à moins qu'un contre-ordre (extinction du gène) ait eu lieu avant l'expiration du délai. Quand le produit atteint sa concentration efficace, nous sommes dans la situation X = 1 et x = 1, et nous nous maintenons dans cette situation de régime tant que le gène est allumé. Dès que le second signal (extinction du gène) a eu lieu, nous avons X = 0, mais, initialement du moins, le produit reste présent, en sorte que x garde momentanément la valeur 1. Comme le produit a cessé d'être synthétisé et qu'il est périssables, il y a une commande de disparition du produit. En d'autres termes, la variable x a un ordre de s'aligner sur la valeur de la fonction X. Cet ordre n'est exécuté qu'après un délai t x , à la suite duquel nous nous retrouvons dans la situation X = 0, x = 0. La situation est dépeinte par la Figure 2. Il n'y a aucune raison pour que les délais t x et t x soient égaux. Dans la réalité, ils sont le plus souvent très inégaux. Ainsi, dans le cas du fonctionnement d'un gène, t x dépend principalement du taux de synthèse du produit du gène, t x surtout de la stabilité du produit. En pratique, la durée des t x est typiquement de quelques minutes, alors que celle des t x peut varier entre quelques minutes et de longues heures selon la stabilité du produit. Ce qui a été dit des délais d'enclenchement et de déclenchement d'une même variable est évidemment aussi vrai des délais associés à des variables différentes: il n'y a aucune raison que les divers délais d'enclenchement (ou de déclenchement) soient égaux entre eux. Ceci nous conduit à une description pleinement asynchrone, où tous les délais sont différents à moins d'une égalité fortuite. De fait, nos systèmes sont traités comme des automates asynchrones. En retour, notre formalisme (pas seulement le formalisme "naïf" décrit ici, mais aussi ses généralisations décrites cidessous) constitue un outil efficace pour la description et le traitement d'automates asynchrones en général. La différence entre les descriptions synchrone et asynchrone peut encore être illustrée par l'exemple très simple de deux gènes qui s'inhibent mutuellement. La formulation synchrone est: x n +1 = y n y n +1 = x n



(1a)



et la table des états correspondante est donnée dans la Table 1a. La formulation asynchrone est:



X =y Y =x



(1b)
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et donne la table des états de la Table 1b. A première vue, le contenu des deux tables paraît identique. Leur signification est cependant, profondément différente. Dans les deux cas, la colonne de gauche donne simplement, dans un ordre arbitraire, la liste de 4 états possibles d'un système binaire à deux variables. Table 1a



Table 1b



( x y )t



( x y )t+1



00



11



01



xy



XY



++



00



11



01



01



01



10



10



10



10



11



00







11



00



Table 1: (1a) Table des états du système logique synchrone. (1b) Table des états du système logique asynchrone. On peut remarquer que les données sont identiques mais que dans le premier cas on donne l'état suivant (x,y)t+1 en fonction de (x,y)t alors que dans le second cas on donne l'image (X,Y) de l'état (x,y) à un temps quelconque.



Dans la table 1a, la colonne de droite donne, pour chacun de ces états, l'état suivant. Dans cette description, chaque état a donc un, et un seul état suivant, sans possibilité de choix. En outre, le fait que l'état suivant 00 soit 11 (et que l'état suivant 11 soit 00) implique que dans ces situations les produits des deux gènes apparaissent ou disparaissent systématiquement de manière exactement simultanée, ce qui est totalement irréaliste. Dans la seconde table, la colonne de droite donne, pour chaque vecteur, non plus son état suivant, mais son image par la transformation f. Or, si l'image du vecteur 00 est 11, cela ne signifie pas que l'état suivant 00 soit 11, mais que les variables ont toutes deux un ordre de commutation de 0 à 1. Selon que l'un ou l'autre de ces deux ordres sera obéi le premier, le système passera de 00 à 10 ou de 00 à 01. La double commutation n'est pas exclue, mais considérée comme marginale, alors qu'elle est impérative dans la description synchrone, Notons qu'une variable fait l'objet d'un ordre de commutation chaque fois que sa valeur diffère de celle de son image. Il est commode de symboliser ces situations par un suscrit "+" ou "-" selon que la variable est l'objet d'un ordre de commutation de 0 à 1 ou de 1 à 0. Ainsi, l'état 00, dont l'image est + +



11, peut se symboliser 00/11 ou, de manière plus compacte par 0 0 , et de
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même, l'état 11, dont l'image est 00, par 11/00 ou par 1 1 . On retrouvera cette formulation dans la table 1b, où elle est redondante, mais commode. Dans la table 1a, l'état 01 a pour état suivant 01, et l'état 10 a pour état suivant 10. De même, dans la table 1b, l'état 01 a pour image 01, et l'état 10, l'image 10. Les deux formalismes s'accordent donc pour dire que le système en question (un circuit positif) donne lieu à deux états stables. Cependant, la description synchrone (Table 1a) prédit un troisième attracteur, périodique 00   11, qui ne correspond à aucune réalité concrète et est en contradiction avec la description différentielle. Par contre, la description asynchrone (Table 1b) prévoit que, partant, soit de + +



l'état 0 0 , soit de l'état 1 1 , le système puisse atteindre l'un ou l'autre des deux états stables, 01 ou 10 selon l'ordre des commutation, en d'autres termes, selon les valeurs des délais. En outre, la forme raffinée de la description asynchrone (voir section 6) prévoit un troisième état stationnaire, instable, de type col, localisé sur la séparatrice entre les bassins d'attraction des deux états stables, en parfaite conformité avec la description différentielle. L'exemple, choisi très simple à dessein, n'a d'autre motivation que de montrer que les prévisions des descriptions synchrone et asynchrone sont différentes et que la première peut faire prévoir des attracteurs artefactuels. On trouvera dans Thomas & D'Ari ([43], appendice 4) et dans [41] des exemples plus complexes, où le graphe des séquences d'états est infiniment plus riche dans la description asynchrone. Un exemple de la description naïve (mais asynchrone), inspiré du cas concret du choix de la réponse lytique vs lysogène chez les bactéries infectées par un bactériophage tempéré Lorsqu'un bactériophage tempéré infecte une population bactérienne, une partie de cette population, pourtant génétiquement homogène, se lyse en libérant de nombreuses particules de phage, alors que les autres bactéries de la culture établissent avec le virus une symbiose stable et survivent; on les qualifie de bactéries lysogènes. Dans ce cas, le génome viral, inséré dans la continuité du chromosome bactérien, et devenu dès lors partie intégrante du génome bactérien, exprime un gène (cI) qui réprime l'expression de tous les autres gènes du virus, ainsi rendu inoffensif. La bactérie lysogène est immune non seulement vis-à-vis du virus qu'elle véhicule désormais héréditairement, mais aussi de l'infection par tout virus extérieur de même spécificité. Voici une description très simplifiée du mécanisme responsable du choix entre réponse lytique et réponse lysogène.
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Soient trois gènes, X, Y et Z, soumis aux contrôles suivants:



+



X



-



+



Y



OU



Z



Dans ce modèle simplifié, le gène X est "constitutif", c'est-à-dire qu'il s'exprime en toutes circonstances. Le gène Y fonctionne à condition que x, le produit du gène X, soit absent. Le gène Z fonctionne si l'une au moins des conditions: y présent, z présent, est réalisée. Les équations logiques sont donc: X =1 (2) Y =x Z = y+ z



où "+" est le symbole logique du OU inclusif. La Table 2 est la table des états correspondante. Table 2



xyz ++



000 ++



0 01 +



+



010 +



XYZ 11 0 111 111



0 11



111



[1 0 0 ]



10 0



[1 0 1 ]



101



+



11 0 



111



101 101
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Pour construire le graphe des séquences d'états à partir de la table des états, nous choisirons comme état initial 000, puisqu'au moment de l'infection l'ADN du virus est nu et qu'aucune protéine virale n'est présente à l'intérieur de la bactérie. Le graphe des séquences d'états est donné à la Figure 3.



Figure 3: Graphe de transition (= des séquences d'états) du système simplifié représentant le choix entre la réponse lytique et la réponse lysogène après infection d'une bactérie par le bactériophage lambda.



Pour construire le graphe des séquences d'états à partir de la table des états, nous choisirons comme état initial 000, puisqu'au moment de l'infection l'ADN du virus est nu et qu'aucune protéine virale n'est présente à l'intérieur de la bactérie. Le graphe des séquences d'états est donné à la Figure 3. ++



Partant de l'état 0 0 0 , le système aboutit en fin de compte soit à l'état stable [100], soit à l'état stable [101], par l'un ou l'autre de quatre chemins possibles. Notons au passage que cet exemple, comme le précédent, conduit à de la multistationnarité. Celle-ci est liée à la présence d'un circuit positif en l'occurrence, l'autorégulation positive du gène Z. Du point de vue biologique, ce mécanisme simple suffit à rendre compte de ce qu'un gène peut être durablement éteint ou durablement allumé selon le trajet suivi. A ce niveau de l'analyse, on ne peut manquer de se poser la question: de quoi dépend le chemin suivi? Ce problème est abordé en termes de délais. ++



Au niveau de l'état initial 0 0 0 , deux des trois gènes sont allumés. Soient t x et t y les délais requis entre l'allumage de ces gènes et l'exécution de l'ordre, c'est à dire, le moment où les produits de ces gènes atteignent leur seuil d'efficacité. Selon que t x ou t y aura été le plus court, l'état suivant +



+



sera [100] ou 0 10 . Dans le premier cas, on atteint l'état [100], qui est stable, et les ordres d'expression des gènes Y et Z sont annulés. Si le délai +



+



t y a été le plus court, on atteint l'état 0 10 ; ici, un nouveau choix s'impose, symbolisé par la présence de deux suscrits. Ce cas est plus intéressant: en
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effet, si on consulte le graphe des séquences d'états, on peut remarquer que l'ordre de synthétiser z vient d'être donné, alors que l'ordre de synthétiser x a déjà été donné à l'étape précédente. Un simple schéma +



+



+



permet de voir sans difficulté qu'ici la décision de passer de 0 10 à 11 0 ou +



à 0 11 dépend des valeurs relatives de t x et de t y + t z . Si le système +



choisit 11 0 , un nouveau choix s'impose, qui aboutit soit à l'état stable 



+



[100], soit (via 11 1 ) à l'état stable [101]. Par contre, si on aboutit en 0 11 , il n'y a plus de choix et on débouche (en deux étapes) sur le second état stable. Ce type d'analyse peut être rationalisé sans problème et automatisé si on le désire. Nous associons à chacune des inégalités qui se présente une variable logique, m, n, p… . Dans le cas présent, nous posons: m t x < t y n tx < ty + tz p tx + ty < ty + tz Chaque chemin (ou ensemble de chemins menant, par exemple, à un état stable donné) obéit à des contraintes bien définies sur ces inégalités entre délais ou sommes de délais, donc sur les valeurs des variables logiques m, n et p. Simplifications faites, les conditions se réduisent, dans le cas présent à ceci: le système évoluera vers l'état stable [100] (pas d'immunité) si et seulement si m + p, et vers l'état stable [101] (immunité) si et seulement si m.p. On peut trouver dans [39] et [43] les méthodes de simplification appropriées et leur application au cas qui vient d'être décrit et à des cas nettement plus complexes. En termes concrets, le gène X est allumé d'emblée et tôt ou tard son produit sera présent de manière stable. Dès que cette situation est réalisée, le gène Y s'éteint, et tôt ou tard son produit sera absent de manière stable. Quant au gène Z, il s'allumera (et, dans ce cas, restera allumé) si et seulement si le gène Y arrive à le faire s'exprimer avant que son propre produit y ait disparu sous l'effet de la répression par le produit de X. Ceux qui connaissent la régulation de l'immunité chez les bactériophages tempérés auront reconnu en X, Y et Z les gènes cro, cII et cI du bactériophage lambda. Ils auront remarqué aussi le caractère provisoirement simplifié des la description: en réalité, le gène Z (cI) exerce un contrôle négatif sur l'expression de tous les autres gènes, et en particulier de X (cro) et de Y (cII), et de plus, le gène cro exerce son effet négatif non seulement sur le gène cII mais aussi sur luimême (les deux gènes sont localisés dans le même opéron). Les équations logiques deviennent:
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X = x .z Y = x .z Z =y+z



Cependant, malgré les apparences, passer, fût-ce à titre provisoire, par un schéma plus simple, se justifie par le fait que ce dernier suffit à rendre compte de l'essence du mécanisme de choix entre expression et nonexpression du gène cI. En effet, les conditions sur les délais sont pratiquement identiques, que l'on analyse le schéma simplifié ou ses dérivés. Remarquons par ailleurs que tant que la sophistication croissante du modèle n'implique pas l'utilisation de variables supplémentaires, le traitement en logique naïve de ces variantes plus raffinées est à peine plus complexe: dans un cas comme dans l'autre on se trouve en présence d'un système d'équations logiques dont la traduction en table des états est immédiate. Il faut cependant être attentif au fait que, dans la version élaborée, les gènes agissent tous deux en plus d'un point (X agit négativement sur lui-même et sur Y, Z agit positivement sur lui-même et négativement sur Y). Ceci nous mène tout naturellement à la section suivante. Comme nous le verrons, dans de telles conditions il faut envisager l'emploi de variables logiques à plus de deux niveaux (0, 1, 2,…) au lieu de simplement 0 et 1.



3. Variables logiques à plus de deux valeurs Soit une variable réelle x, à laquelle nous sommes amenés à attribuer deux seuils, s(1) et s(2). La variable logique "multivaluée" x associée à la variable réelle x peut prendre trois valeurs: 0, 1, ou 2: x = 0 pour



x < s(1)



x = 1 pour



s(1) < x < s(2)



x = 2 pour



s(2) < x



Cependant, lorsque nous considérons un processus particulier, ce qui nous intéresse, c'est de savoir si la valeur réelle de la variable excède ou non le seuil associé à ce processus. C'est pourquoi, outre la variable multivaluée x, nous introduisons des variables binaires auxiliaires x(1), x(2) [48] définies comme suit 1: x(1) = 0



pour



x < s(1)



x(1) = 1



pour



x > s(1)



et



1



On notera que dans cette description, comme dans la description "naïve", le cas marginal où la variable réelle a précisément la valeur d'un seuil n'est pas considéré. Nous reviendrons sur ce point à la section 5.
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x(2) = 0 x(2) = 1



pour



x < s(2)



pour x > s(2)



Le schéma de la Figure 4a visualise la variable réelle, la variable multivariée et les variables booléennes auxiliaires. Les deux notations logiques ont chacune leurs avantages, et nous utilisons l'une ou l'autre selon les besoins. (a)



(b)



Figure 4: (a) L'axe représente la variable réelle x.. On peut voir sur cet axe les valeurs réelles (s (1), s (2) ) des deux seuils associés à la variable x . La première ligne sous l'axe donne les valeurs (0, 1 ou 2) de la variable multivaluée x. La deuxième et la troisième lignes sous l'axe donnent les valeurs des deux variables booléennes auxiliaires, x(1), x(2). (b) Dans le cas présent, les paramètres réels K2 et K3 sont tous deux inférieurs au seuil s (1), mais leur somme K2+K3 est supérieure au seuil s (2). Les valeurs des paramètres logiques sont donc K2 = 0 et K3 = 0, mais K23 = 2.



Pour rendre plus concret ce premier raffinement de la description logique, considérons le système dont la formalisation "naïve" est : X =y (3) Y = x+ y
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Table 3



xy



XY



+



00



10



[ 0 1]



01



+



10



11







01



11



La Table 3 donne la table des états, qui conduit au graphe des séquences d'états: +



+







0 0  10  1 1  [01] Cependant, le fait que y exerce à la fois un contrôle à la fois sur l'expression de X et sur sa propre expression nous amène à considérer deux seuils, s(1) et s(2), correspondant à des valeurs croissantes de y. Supposons que dans le cas considéré y exerce son contrôle négatif sur X dès que sa concentration excède le seuil inférieur (s(1)), mais n'exerce son effet positif sur sa propre expression que si sa concentration excède le seuil supérieur (s(2)). Le graphe des interactions devient:



+1 y



x



+2



-1 Les équations logiques sont à présent: X = y ( 1) Y = x ( 1) + y ( 2 )



(4)



où x(1), y(1) et y(2) sont des variables booléennes et "+" est, comme précédemment, le OU inclusif. Dans cette description purement Booléenne, les images X et Y ne peuvent donc prendre que les valeurs 0 ou 1 (voir, par exemple, [30]). La table des états (Table 4a) est obtenue comme suit:



26



M ODELLING C OMPLEX B IOLOGICAL S YSTEMS



- dans le cas considéré, y doit être traité comme une variable ternaire, mais x reste binaire -



X = 1 si y (1 ) = 1, c'est-à-dire, si y = 0. Sinon X = 0



-



Y = 1 si x(1) = 1 ou (inclusif) y ( 2 ) = 1, c'est-à-dire, x = 1 ou y = 2. Sinon Y=0 Table 4a



xy +



00 



01 



02 +



10 



11 



12



XY 10 00 01



11 01 01



Table 4a: Table des états du système (4) sous sa forme courante.



Table 4b: Table des états du système (4) avec une disposition des variables qui permet une vision dans l'espace des phases.
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La situation est représentée de manière plus vivante dans la Table 4b, où l'on voit que la nouvelle description prévoit un comportement plus complexe que celui de la description naïve: comportement périodique où x et y prennent chacune alternativement les valeurs 0 et 1. Nous verrons dans la section suivante qu'une sophistication supplémentaire est opportune.



4. Paramètres logiques Un gène soumis à une régulation complexe peut être exprimé de manière significative, mais néanmoins à des degrés très différents selon les conditions. D'une manière générale, il peut être souhaitable d'attribuer un poids distinct aux différents éléments d'un contrôle. Ce progrès crucial a pu être réalisé grâce à l'introduction des paramètres logiques par Snoussi [33, 34]. Plutôt que de donner une description générale mais abstraite, nous allons poursuivre l'exemple précédent. Il peut s'écrire en termes d'équations différentielles linéaires par morceaux [10]: x˙ = k 1y(1)  1x y˙ = k2 x(1) +k 3y(2)   2 y



(5)



où les fonctions à seuil son symbolisées en termes des variables booléennes x(1), y(1) et y(2) . Les caractères italiques représentent les variables et constantes réelles. SNOUSSI [33] montre (dans le cas général) que la dynamique qualitative d'un tel système peut être déduite des équations logiques généralisées:



X = d x (K 1y(1) ) Y = dy (K 2x(1) + K3 y(2) )



(6)



où x(1), y(1) et y(2) sont les variables booléennes déjà décrites, qui, rappelonsle, ne peuvent prendre que les valeurs 1 ou 0. Par contre, les K sont des nombres réels qui correspondent aux coefficients des termes des équations différentielles homologues (5): K1 = k1l1, K2 = k2/l2 et K3 = k3l2. Le "+" est ici la somme algébrique (et non le OU logique) et dx, dy sont des opérateurs qui discrétisent les expressions entre parenthèses selon l'échelle de la variable multivaluée x ou y, respectivement. Notons que dans l'expression de X, vu le caractère booléen de la variable y(1), l'argument de l'opérateur dx ne peut prendre que les deux valeurs réelles suivantes: 0



si y(1) = 1, c'est à dire y = 1 ou 2



K1



si y(1) = 0, c'est à dire y = 0
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De même, dans Y, vu le caractère booléen des variables x(1) et y(2), l'argument de l'opérateur dy ne peut prendre que l'une des 4 valeurs réelles suivantes: (2)



0



si x(1) = 0 et y



K2



si x(1) = 1 mais y



K3



si x(1) = 0 mais y



K2 + K3



si x(1) = 1 et y



=0 (2)



=0



(2)



=1



(2)



=1



L'évolution du système est déduite de la comparaison entre chaque état logique (x, y) et son image (X, Y) définie par les équations (6). Quand X = x, la variable logique est stationnaire, quand X > x, il y a un ordre d'accroître sa valeur, et quand X < x, un ordre de décroître cette valeur. Dans l'exemple choisi, tout nombre réel soumis à l'opérateur de discrétisation dx a 2 valeurs logiques possibles, 0 ou 1, et tout nombre réel soumis à l'opérateur de discrétisation dy a trois valeurs logiques possibles, 0, 1 ou 2. En particulier, si on pose: dx (K1 ) = K1 , dy (K2 ) = K2, dy (K3 ) = K3 et dy (K2 + K3 ) = K23 le paramètre logique K1 ne peut avoir que les valeurs 0 ou1 (comme la variable x) et les paramètre K2, K3 et K23 ne peuvent avoir que les valeurs 0, 1 ou 2 (comme la variable y). Il faut insister sur le fait que les paramètres logiques K résultent de la discrétisation des réels K, qui sont chacun le rapport des constantes cinétiques de synthèse et de dégradation du produit considéré. Il en résulte que, même s'ils ne sont pas affichés de manière explicite sous la forme de termes diagonaux négatifs dans la matrice des interactions, les taux de dégradation des produits sont pris en compte dans notre approche logique par l’intermédiaire des paramètres logiques, qui déterminent le poids relatif des différentes combinaisons d’interactions, et par les délais de déclenchement associés à chaque variable, qui déterminent la vitesse à laquelle les produits se dégradent. Il en est ainsi non seulement pour la description logique généralisée qui vient d'être évoquée mais tout aussi bien pour notre description naïve. Trois remarques importantes: 1) comme l'expression K2 + K3 est la somme de deux réels positifs, sa valeur ne peut être inférieure ni à celle de K2, ni à celle de K3. Il en est de même pour les résultats de la discrétisation: K23 ne peut être inférieur ni à K2 ni à K3.
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2) en général, dy(K2) + dy(K3)  dy(K2 + K3), et donc K23  K2 + K3. Pour s'en convaincre, le schéma présenté à la Figure 4b est plus éloquent qu'une longue description. On peut constater, en effet, que dans l'exemple choisi K2 = 0 et K3 = 0, mais K23 = 2. 3) une généralisation importante consiste à introduire chaque fois que c'est nécessaire des termes indépendants dans la description logique. K0 représente le niveau d'expression de base d'un gène, c'est-à-dire le niveau présent dans les conditions les plus défavorables (répresseur présent, activateur absent). En pratique, comment construire la table des états à partir des équations logiques (6)? La table tient compte de ce que, dans notre cas, la variable multivaluée x est binaire, alors que la variable y est ternaire. La liste des vecteurs d'état, qui constitue la colonne de gauche de la table, sera donc: 00, 01, 02, 10, 11, 12 Pour remplir la colonne de droite de la table (vecteurs image), il est commode d'écrire successivement que: X = K1 chaque fois que y (1 ) = 1 (c'est à dire, y = 0); sinon X = 0. De même, nous écrirons que: Y = K2 si seule la condition x(1) = 1 (c'est à dire, x = 1) est réalisée Y = K3 si seule la condition y(2) = 1 (c'est à dire, y = 2) est réalisée Y = K23 si les deux conditions sont réalisées Y = 0 si aucune des deux conditions n'est réalisée. On obtient ainsi la table des états (Table 5). Notons que ces tables peuvent être obtenues sans difficulté de manière automatisé [11, 28, 36]. Cette possibilité devient réellement utile dès que le nombre de variables ou de niveaux logiques s'élève. Si l'on compare la Table 5 à la Table 4a, on constate qu'elle est beaucoup plus générale en ce sens que les valeurs "1" ou "2" sont remplacées par les paramètres K1 (qui peut prendre les valeurs 0 ou1), K2 ou K3 (qui peuvent prendre les valeurs 0, 1 ou 2), ou K23 (qui peut prendre la valeur 0, 1 ou 2 pourvu que cette valeur ne soit inférieure ni à celle de K2 ni à celle de K3). Notons que donner à l'un des paramètres la valeur logique 0 revient à admettre que par elle-même l'interaction considérée est sans effet. Cependant, comme nous l'avons vu plus haut par un exemple, deux ou plusieurs interactions peuvent être inefficaces chacune par elle-même mais fonctionnelles par la concertation de leurs effets. La table 6 montre trois situations qualitatives distinctes résultant de trois choix de valeurs des paramètres.



30



M ODELLING C OMPLEX B IOLOGICAL S YSTEMS



Table 5



xy



XY



00



K1 0



01



00



02



0 K3



10



K1K2



11



0 K2



12



0 K23



Table 5: Table des états du système (4), généralisée par l'introduction des paramètres logiques.



Comme il est décrit en détail dans Thomas & D'Ari ([43], chapitre 8) on peut repasser de cette description logique généralisée à une description différentielle utilisant comme interactions des fonctions à seuil ou sigmoïdes. La relation entre nos paramètres logiques et les constantes cinétiques de la description différentielle est simple. K = n dans la description logique signifie que dans la description différentielle linéaire par morceaux k/l > s(n). Nous verrons d'autre part plus loin (section 6) comment utiliser la table des états généralisée de manière plus rationnelle, en évitant de devoir procéder de manière quelque peu arbitraire au choix des valeurs de paramètres logiques.



M ODELLING C OMPLEX B IOLOGICAL S YSTEMS



31



Table 6: Tables des états du système (4): trois choix de valeurs des paramètres.



5. Attribution d'une valeur logique aux seuils. Identification en termes logiques de tous les états stationnaires. Le concept d'état caractéristique d'un circuit Jusqu'ici, aussi bien dans la description logique "généralisée" que dans la description "naïve", nous avons défini comme états logiques stables ceux dont le vecteur d'état (x y z …) et le vecteur image (X Y Z …) sont égaux. En effet, dans ces cas, aucune des variables n'a d'ordre de changer sa valeur (pas de suscrit "+" ou "-"). Il a été réalisé rapidement (puis démontré par Snoussi [33]) que ces états logiques stables correspondent à des nœuds stables, tout au moins dans la description différentielle de systèmes à seuils. Les autres types d'états stationnaires de la description différentielle, et en particulier les états
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stationnaires instables, ne sont pas identifiés par la description logique courante. La raison en est simple: un état stationnaire peut être localisé au niveau d'un ou plusieurs seuils; or, dans la description logique utilisée jusqu'ici, nous avions considéré les situations réelles x < s (décrite en termes logiques par x = 0) et x > s (décrite en termes logiques par x = 1), mais pas la situation marginale x = s. Ainsi, nous ne pouvions identifier comme états logiques ceux des états localisés sur un (ou plusieurs) seuils. Cette difficulté peut être résolue si l'on inclut les valeurs de seuil dans l'échelle des valeurs logiques. Nous écrivons donc: valeurs logiques



valeurs réelles



x=0



si



x 
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