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résumé ef mois clés

Les oscillations circadiennes de la protéine PER chez la Drosophile ont été récemment décrites par A. Goldbeter & I'aide
d’un modéle non linéaire de dimension 5. Ce modéle a la particularité d’associer a un unique paramétre, représentant le
taux de dégradation maximum de la protéine PER, différents mutants de Drosophile, caractérisés, entre autres, par des
périodes endogénes de production de la protéine PER différentes de celle de l'insecte sauvage. Faute de thérapie génique,
nous modifions un autre paramétre qui, lui, semble accessible, au moins en théorie, et qui représente le taux de traduction de
I’ARN-messager en la forme non phosphorylée de la protéine PER. Au plan du paradigme, l'idée sous-jacente est d'utiliser
les schémas d’administration usuels en pharmacocinétique pour déplacer le rythme endogéne des différents mutants afin
d’obtenir un rythme résultant proche du rythme endogéne de l'insecte sauvage. De plus, dans le dessein d’obtenir une loi de
commande, qui bien qu’elle soit en boucle ouverte, posséde des qualités de robustesse vis-a-vis des erreurs en amplitude, en
phase et en période, nous montrons qu’une solution consiste a utiliser un schéma d’administration intermittent péricdique,
activateur ou inhibiteur, @ méme de réaliser un entrainement 1-1 du modéle. Ceci suggére comment dans d’autres contextes,
certaines pathologies associées a une modification de rythmes pourraient étre traitées par I’administration périodique d’agents
pharmacologiques spécifiques.

Oscillations, cycle limite, entrainement, stimulation périodique intermittente, chronothérapeutique, systémes non linéaires,
commande de systémes.

abstract and key words

PER protein circadian oscillations in Drosophila have been described by A. Goldbeter according to a 5-dimensional model,
which includes the possibility of genetic mutation described by changing one parameter, the maximum degradation rate of the
PER protein. Assuming in mutant Drosophilae unreachability of this parameter, we modify another parameter, the translation rate
between the mRNA and the non phosphorylated form of PER protein, by periodic intermittent activation or inhibition. We show
how such modification, mimicked in the model by on/off periodic, piecewise constant, enhancement or lowering of this parameter
allows locking of the period of oscillations, exactly at, or near, a prescribed frequency. This suggests how, in a different context,
some diseases might be corrected by using pharmacological agents according to specific periodic delivery schedules.

Oscillations, limit cycle, frequency shift, periodic infermittent stimulation, chronotherapy, nonlinear systems, control Theory.
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1. introduction

Les systemes biologiques sont par nature non linéaires et pré-
sentent souvent a 1’observation des comportements périodiques
stables. En particulier, des rythmes circadiens ont été observés
chez bien des végétaux, des animaux et chez I’homme [1, 3, 8, 9,
13, 14, 15, 16]. Certaines pathologies, dénommées « dynamical
diseases » par L. Glass et al. [2], sont associées a une altération
de rythmes qui peut résulter d’une mutation génétique ayant pour
effet de modifier certaines oscillations biochimiques et certains
rythmes cellulaires [8], comme c’est le cas chez la Drosophile.
Dans des articles antérieurs [5, 6] et dans un contexte biologique
différent, I'un des auteurs avait déja montré comment déplacer
le comportement d’un systéme pathologique pour le rapprocher
d’un comportement physiologique, mais la réalisation effective
des lois de commande trouvées n’avait pas été considérée sous
I’angle de la pharmacocinétique appliquée. Dans cet article, nous
privilégions le point de vue inverse. Nous cherchons comment
déplacer le rythme endogéne altéré de production de la protéine
PER chez un mutant de la Drosophile pour le rapprocher du
rythme de I'insecte « sauvage », considéré comme «normal »
et dans ce dessein nous utilisons des schémas d’administration
usuels en pharmacocinétique appliquée.

2. le modéle

Dans un article récent [7], A. Goldbeter a proposé un modele pour
représenter les oscillations circadiennes de la protéine PER chez la
Drosophile. Ce modele biochimique décrit le cycle de production
et de dégradation des différentes formes, phosphorylées ou non,
de la protéine PER et de ses précurseurs nucléaires. Ce modéle
est donné par le systeme d’équations différentielles suivant :
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(1)
ou les variables M, Py, P, P, Py, désignent respectivement
PER mRNA, PER non phosphorylée, PER phosphorylée, PER
biphosphorylée et PER nucléaire.
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Les valeurs paramétriques du modele sont issues de [7].

Le comportement oscillatoire du cycle de production de la
protéine PER peut étre illustré par un portrait de phase dans le
plan (M, P,) o P, = Py + Py + P, + P . Le régime permanent
est donné par une courbe fermée représentant un cycle limite sta-
ble (¢f. [8]). Les mutations du géne per ont pour conséquence de
modifier 1a période endogéne circadienne du régime permanent
de P;. La Drosophile non mutante (Drosophile « sauvage ») et les
différentes mutantes sont caractérisées par des valeurs différentes
du parametre vy (vg = 1,6 Mh™! pour la Drosophile sauvage,
correspondant a un rythme endogéne de production de la protéine
PER avec une période de 23,71 heures; vg = 2uMh™? pour
la Drosophile mutante per!, de période endogéne longue égale
a 28,5 heures; vy = 0,5uMh~! pour la Drosophile mutante
perT de période endogene ultracourte égale a 16 heures), les
autres paramétres ayant la méme valeur quel que soit le mutant.

3. la commande

Chacun des mutants per” et per! admet un cycle limite spécifique
(voir la Figure 1) et I’objectif recherché est de déplacer, a 1’aide
d’une commande adéquate, le cycle limite d’un mutant pour le
rapprocher autant que possible de celui durythme de la Drosophile
sauvage, considéré comme «normal ». En ayant & ’esprit une
possible application en pharmacocinétique appliquée, grice a un
schéma d’administration quotidien le plus régulier possible, il
semble judicieux de ramener la période du rythme endogene des
mutants a 24 heures.

Nous supposons que le paramétre v4 représente une composante
« génétique» du modele et ne peut étre modifié par aucun
moyen pharmacologique ou physico-chimique. Faute de thérapie
génique, seule une action a un autre niveau du systéme peut
étre envisagée. Or, les parametres v, et ks du systeme (1) sont
des parametres accessibles a la commande. Cependant, une com-
mande agissant sur le parametre v, étant beaucoup plus sensible
aux erreurs et aux incertitudes, seule une action sur k; a été con-
sidérée.

Ainsi, en premiére intention, le but de la commande sur le systéme
pon linéaire (1) est d’obtenir, grice a une modification adéquate
du parametre ks, un rythme endogene proche de 24 heures pour
chacun des mutants per” et per! de la Drosophile. Ensuite,
si possible, la commande a aussi pour objectif d’obtenir que
les phases (pic et creux de production totale de la protéine
PER, comptés a partir de zéro et modulo 24 heures) et les
amplitudes des oscillations des différentes variables dynamiques
du modele commandé de chaque mutante de Drosophile soient
aussi proches que possible des valeurs observées dans le modele
de la Drosophile non mutante.



-~ — - cycle limite de Drosophile PER 1
cycle limite de Drosophile «sauvage»

(a)

- — - - cycle limite de Drosophile PER_T
cycle limite de Drosophile «sauvage»

(b

Figure 1. - a) (haut) : le cycle limite de la Drosophile mutante per! comparé
au cycle limite de la Drosophile sauvage dans le plan (M, P;); b) (bas) : ditto,
pour la Drosophile mutante per”.

Compte tenu des indications précédentes, on envisage différents
types de commande correspondant a des schémas d’administra-
tion pris sur une durée de vingt-quatre heures et décrits par trois
modes usuels en pharmacocinétique appliquée :

a) la perfusion continue,

b) le bolus (le bolus pouvant &tre assimilé a une élévation instan-
tanée de la concentration),

¢) la perfusion intermittente de durée strictement inférieure a
24 heures.

De plus, nous cherchons une loi de commande, qui bien qu’elle
soiten boucle ouverte, possede des qualités de robustesse vis-a-vis
des erreurs en amplitude, en phase et en période.
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4. les résultats

Le systeme d’équations différentielles (1) a été intégré numérique-
ment a Iaide du logiciel public SCILAB (scilab@inria.fr). L’ ob-
jectif de la commande étant de voir assez rapidement apparaitre
une convergence vers un cycle limite, la durée totale d’intégration
a été en général prise égale a 216 heures (9 jours). Pour chacun
des mutants (per” et per’), deux ensembles de conditions initiales
ont été considérés : I’un correspondant  la valeur maximale (pic)
atteinte par la protéine PER totale P, pour le cycle limite non
contrdlé, I’autre associé a sa valeur minimale (creux).

Les stimulations activatrices ou inhibitrices sur le parametre kg
ont été obtenues en ajoutant ou en retranchant a la valeur basale
ks = 0,78 h~! des valeurs constantes prises entre 0, 2 et 2,0 h~*
pour une stimulation activatrice et entre —0,2 et —0,7 h~* pour
une stimulation inhibitrice.

Comme indiqué au paragraphe précédent, trois types de schémas
d’administration ont été appliqués : des stimulations constantes,
des bolus quasi-instantanés de durée bréve (3 ou 6 minutes)
répétés toutes les 24 heures, des stimulations intermittentes ap-
pliquées avec une période de 24 heures et d’une durée effective
de 1,2, 3,4, 6,8 ou 12 heures.

Aucun des deux premiers schémas d’administration, par stimula-
tion constante et par bolus, ne permettant d’atteindre I’ objectif de
ramener d’une facon robuste la période de variation de la protéine
PER chez chacun des mutants & 24 heures (cf. figure 2a et 2b),
des stimulations périodiques intermittentes ont été utilisées. On
constate alors gue pour les deux mutants et aussi bien dans le cas
d’une stimulation activatrice que dans celui d’une stimulation in-
hibitrice, on est A méme d’obtenir un bon entrainement a la période
prescrite de 24 heures pour des zones particulieres d’amplitude
du stimulus et du temps effectif de stimulation. L’existence de
telles zones (et pas seulement des valeurs bien définies) assure
une robustesse naturelle aux schémas de commande par stimula-
tion intermittente vis-a-vis des erreurs de période, d’amplitude,
de durée de stimulation et de phase initiale (pic ou creux ou autre).

Nous donnons dans les tableaux 1 et 2 des bornes inférieures et
supérieures pour les valeurs gjoutées ou retranchées a k; et qui
conduisent 2 un entrainement rapide avec un bon transitoire. On
définit ainsi des intervalles que nous parcourons par pas de 0,1
préférenticllement puisque 1’objectif est toujours de trouver des
lois de commande robustes. A I’extérieur de ces intervalles, on
peut observer des comportements variés allant du maintien de la
période initiale du mutant & des doublements apparents de période,
jusqu’a des comportements transitoires de type chaotique.

Pour per' (voir figure 3a et tableau 1), les stimulations activa-
trices montrent des résultats supérieurs aux stimulations inhibi-
trices, avec un bon entrainement 1-1, un cycle limite contr6lé
d’amplitude satisfaisante et des transitoires rapides et d’ampli-
tudes équivalentes a celles qui sont obtenues en régime permanent
sur le cycle limite. Enfin, a part le cas des durées de stimulation les
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77777 cycle limite PER
cycle limite obtenu par stimulation constante

(a)

77777 cycle limite PER_T
cycle obtenu par stimulation constante

(b)

Figure 2. - a) (gauche) : le cycle limite de la Drosophile mutante per 1, contrdlé par une stimulation inhibitrice constante d’amplitude —0,5 A~ 1 dans le
plan (M, P;); b) (droite) : le cycle limite de la Drosophile mutante per?, contrdlé par une stimulation activatrice constante d’amplitude 0, 5h‘1dans le plan

(M, Fy).

15

ggggg cycle limite PER _|

cycle limite obtenu par stimulation intermittente

(a)

77777 cycle limite PER_T
cycle limite obtenu par stimulation intermittente

(b)

Figure 3. — a) (gauche) : le cycle limite de la Drosophile mutante perl, contrdlé par une stimulation intermittente activatrice d’amplltude 0,4 h~1, de durée

d’exposition 6 h et de condition initiale le creux de P;, dans le plan (M, P;); b) (droite) :

le cycle limite de la Drosophile mutante per’, controle par une

stimulation intermittente inhibitrice d’amplitude 0, 4 h~!, de durée d’exposition 8 h et de condition initiale le pic de P, dans le plan (M, F;). Dans les deux
cas, un entrainement 1-1 parfait est obtenu et le cycle limite contrdlé a bien une période de 24 heures.

plus longues (8 ou 12 heures), on remarque de meilleurs tran-
sitoires, en amplitude et en durée, si on initialise la commande
a I’instant du pic plutdt qu’a celui du creux de production de la
protéine PER totale P, chez le mutant per!.

Pour la Drosophile mutante per” (voir figure 3b et tableau 2), au
contraire, les stimulations intermittentes inhibitrices donnent de
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meilleurs résultats que les stimulations activatrices. L’initialisa-
tion de la commande au pic donne en général de meilleurs résultats
qu’au creux, avec des transitoires bien plus courts et les ampli-
tudes des oscillations des transitoires et des régimes permanents
sont assez proches de celles qui sont observées sur le modele de
la Drosophile sauvage.



Tableau 1a et 1b. - Stimulation périodigue avec une période de 24 h appliguée
sur le mutant per’. Durée d’exposition versus amplitude de la stimulation
activatrice (valeurs positives) ou inhibitrice (valeurs négatives) dans le cas
d’un entrainement 1-1 de bonne qualité.

1h | - - — - - [ 1,5] 2
2h | - - - 1071 1 (1.5] -
L | ]
3h ~ - - 10,71 1 - | -
4h | -~ - 10507} 1 - -

6h l03l04loslo7] - | - |-
Sh 1031041051 -1 - | - |-

—

12Zh03104] -1 = | = | ~ [ -
o (a)

Th| - - - - -

2h | - - ~ - -

I

3h| - - - - -
4h| - - - -
~0,5

1 —05

Tableau 2a et 2b. - Stimulation périodique avec une période de 24 h appliguée
sur le mutant per”. Durée d’exposition versus amplitude de la stimulation
activatrice (valeurs positives) ou inhibitrice (valeurs négatives) dans le cas
d’un entrainement 1-1 de bonne gualité.

an| - | =1 ]l4n| - N R
6hl — - 1T21len| - |—o045|-05| -
Sh| — [151 2 ||8h|~04]|—045] - _
12h| 1215 - | [12h] ~04 | —045] - _
L_‘ i i |

(a) (b)

5. discussion

Il n’a pas €té possible d’obtenir que le cycle limite commandé
ait une période de 24 heures, sinon d’une fagcon non robuste,
lorsque les stimulations étaient soit constantes, soit formées
de bolus périodique de période 24 heures. En effet, il est
connu que suivant Iamplitude du changement permanent d’un
parameétre, on observe, soit une déformation du cycle limite et
par conséquent un décalage de la période, soit méme une bifurca-
tion du systéme dynamique. De plus, dans une zone paramétrique
donnée, I'ensemble des valeurs paramétriques qui conduisent a
une période fixée du cycle limite est un ensemble de mesure nulle
ne pouvant donc permetire une commande robuste. 11 était donc
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normal de ne pas trouver une commande par stimulation con-
stante. Quant aux bolus, ils produisent usuellement des décalages
de phase (cf. [16]) et I’application d’un bolus périodique sur un
systeme admettant un cycle limite fortement attracteur ne pouvait,
elle non plus, conduire au fort décalage de période nécessaire pour
passerde 16 ha24 houde 28,5ha24 h.

L utilisation de V'entrainement pour obtenir la période souhaitée
restait donc la seule possibilité a prendre parmi les divers schémas
retenus. 'existence de zones d’entrainement permet alors d’as-
surer la robustesse cherchée vis-a-vis des erreurs de période,
d’amplitude, de durée de stimulation et de phase initiale (pic
ou creux ou autre). De plus I’examen des zones d’entrainement
suggere la possibilité d’une «loi des aires », qui amenerait, dans
le cadre de la pharmacocinétique appliquée, a définir une dose
journaliere d’une substance activatrice ou inhibitrice de 1a réac-
tion sur laquelle on souhaite intervenir. Sous cette hypothese, on
obtiendrait I’entralnement 1-1 cherché seulement dans le cas on
la dose délivrée sur 24 h (définie ici comme le produit de I’ampli-
tude par la durée de la stimulation) appartiendrait & un « intervalle
d’efficacité ».

Le fait de commencer la stimulation au pic ou au creux donne
souvent le méme entrainement, mais avec des transitoires parfois
bien différents et I’on peut observer dans certains cas des transi-
toires trés longs ou trés perturbés suivant I'initialisation (pic ou
creux).

Ainsi, seul un choix attentif de la commande définie par 'am-
plitude du stimulus, activateur ou inhibiteut, la durée de la sti-
mulation et des conditions initiales adéquates, peut conduire a un
entrainement 2 la fréquence prescrite de 24 heures. Mais, une fois
que la dose journaliere est bien adaptée, on peut remarquer qu’il
reste encore la possibilité, pour une méme dose journaliere, de
jouer sur I’amplitude ou la durée pour réaliser aussi un décalage
de phase. Par exemple, pour la Drosophile mutante per!, on obtient
un bon entrainement pour une dose journalicre obtenue avec, soit
un stimulus activateur de 0, 8 h ! durant 3 heures, soit un stimulus
activateur de 0,6 h™* pendant 4 heures, soit encore un stimulus
activateur de 0,4 h™! pendant 6 heures, ces stimuli conduisant
au pic de P, a des temps respectifs de 8,27 h, 8,85 h et 10,27 h,
modulo 24 heures, a partir du moment d’initialisation de la com-
mande. En outre, la phase du pic de P, sur le cycle limite contrdlé
est indépendante du choix de la condition initiale, pic ou creux
de Pt.

6. conclusion

Le systtme de dimension réduite qui modélise la production
rythmée de la protéine PER chez la Drosophile peut servir de
paradigme général 4 la modélisation de nombreux systemes biolo-
giques dans lesquels intervient le mécanisme de la synthése des
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protéines. Nous avons montré dans cet article que la détermina-
tion d’une dose journaliere adaptée permettait de déplacer la péri-
ode d’un cycle « pathologique » pour la ramener vers la période
« physiologique » 21" aide de stimulations intermittentes, activatri-
ces ou inhibitrices, et en agissant sur trois facteurs : la dose totale
journaliére, la durée d’exposition et l'initialisation de ’admin-
istration. L'existence des zones d’entrainement permet en outre
d’assurer une robustesse naturelle aux commandes vis-a-vis des
erreurs de période, d’amplitade, de durée de stimulation et de
phase initiale (pic ou creux ou autre).

La chronothérapie a jusqu’a présent principalement consisté
en 'administration rythmée de médicaments dans le dessein
d’améliorer la tolérance ou ’efficacité [10, 11]. Cependant, des
altérations des rythmes biologiques ont été remarquées dans
plusieurs pathologies et en particulier dans le cas de certaines
pathologies cancéreuses [4, 12]. 1l ne fait aucun doute que des
stratégies chronothérapeutiques basées sur le principe de schémas
d’administration périodique de substances pharmacologiques de-
vraient pouvoir utiliser les pompes a injection programmable
actuelles d’une maniére encore plus efficace.
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