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Résumé

4~ | a cellule vivante est en permanence exposée a divers types de stress pouvant endommager

L ses composants. Quand les dommages induits sont détectés, des mécanismes de défense
sont activés pour les maitriser tout en gérant au mieux les ressources énergétiques disponibles
et nécessaires au bon fonctionnement cellulaire. Si le stress est trop sévére et que le systéme
ne peut se défendre, la mort sera inévitable. La réponse cellulaire au stress est orchestrée par
des réseaux de signalisation intracellulaires qui présentent une complexité extraordinaire. Les
espéces moléculaires constituant ces réseaux assurent des taches diverses & travers des réactions
biochimiques, formant des machineries de processus biologiques synchronisées. Notre approche
dans cette thése pour I’étude de ces réseaux consiste a les modéliser mathématiquement pour re-
produire un phénoméne observé et repérer ses acteurs clés, analyser leurs réactions en réponse &
différents signaux, et éventuellement réaliser des prédictions assez précises et expérimentalement
vérifiables qui peuvent se montrer d’une extréme utilité pour les applications thérapeutiques.
Dans nos travaux, nous nous focalisons sur le stress thermique et sur la réponse cellulaire qui
en résulte en termes de dynamique des espéces moléculaires impliquées, mais également de des-
tin cellulaire (mort ou survie) a l'issue de I'exposition, nous abordons cette problématique par
des modeéles dynamiques décrivant la cinétique biochimique des variables du systéme en consé-
quence d’une variation de la température. Dans un premier temps, nous démontrons & travers
des simulations, suivies par une validation expérimentale, que la forme temporelle du stress
thermique impacte considérablement la survie cellulaire. Ce premier résultat met en évidence
un mécanisme de saturation des espéces réparatrices en conséquence d’une exposition a des
températures élevées. Dans un second temps, nous étudions la potentielle corrélation entre une
variabilité introduite sur les niveaux de deux protéines du réseau de réponse au choc thermique
et le phénoméne de mort fractionnelle. Selon les prédictions de notre modeéle, la variabilité des
protéines chaperons (espéces réparatrices) mesurée expérimentalement ne suffit pas a elle seule
a expliquer la mort fractionnelle, qui doit impliquer d’autres sources de variabilité. Enfin, une
analyse des courbes iso-effet générées & l'aide d’'un modéle générique de la réponse cellulaire
aux stress transitoires nous montre ’existence de quatre régimes de sensibilité en fonction des
parameétres durée-intensité du stress ainsi que des paramétres du réseau et de ses échelles de
temps. Nos travaux soulignent le potentiel et 1'utilité des modeles de réseaux dynamiques dans
la caractérisation des courbes dose-effet.

Mots clés : choc thermique, modélisation des réseaux biologiques, dose et iso-effet, apoptose,
variabilité cellulaire, mort fractionnelle.
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Abstract

[ | he living cell is constantly exposed to various types of stress that can damage its com-

T ponents. When the induced damages are detected, defense mechanisms are activated to
repair them while optimally managing the energy resources available and necessary for cell func-
tion. If the stress is too severe and the system can not defend itself, death will be inevitable. The
cellular response to stress is orchestrated by intracellular signaling networks that are extraordi-
narily complex. The molecular species constituting these networks perform various tasks through
biochemical reactions, forming synchronized biological process machineries. Our approach in this
thesis for the study of these networks is to model them mathematically to reproduce an obser-
ved phenomenon and identify its key players, analyze their reactions in response to different
signals, and possibly make precise enough and experimentally verifiable predictions that can be
of an extreme utility for therapeutic applications. In our studies, we focus on thermal stress and
on the resulting cellular response in terms of the dynamics of the molecular species involved,
but also of cell fate (death or survival) at the end of the exposure, we adress those questions
by dynamic models describing the biochemical kinetics of system variables as a consequence
of temperature variation. In a first step, we demonstrate through simulations, followed by ex-
perimental validation, that the temporal form of heat stress significantly impacts cell survival.
This first result highlights a mechanism of saturation of the repair species as a consequence of
exposure to high temperatures. In a second step, we study the potential correlation between a
variability introduced on the levels of two proteins in the heat shock response network and the
phenomenon of fractional killing. According to our model predictions, experimentally measured
chaperone proteins (repair species) variability alone is not sufficient to explain fractional killing,
which must involve other sources of variability. Finally, an analysis of the isoeffect curves gene-
rated by a generic model of the cellular response to transient stress shows the existence of four
sensitivity regimes depending on the duration-intensity parameters of the stress as well as on
the parameters of the response network and its time scales. Our work highlights the potential
and utility of dynamic network models in the characterization of dose-response curves.

Key words : heat shock, biological networks modelling, dose and isoeffect, apoptosis, cellular
variability, fractional killing.
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“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood.
Now is the time to understand more, so that we may fear less.”

— Marie Curie
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e CEMA43 : Cumulative Equivalent Minutes at 43°C
e RRCT : Réseau de Réponse au Choc Thermique
e RMSE : Root Mean Square Error

e HSP : Heat Shock Protein

e HSF1 : Heat Shock Factor 1

e MFP : Misfolded Protein (protéine dénaturée)

e pC3 / pC9 : Procaspase-3 / Procaspase-9

e C3* / C9* : Caspase-3 active / Caspase-9 active

e XIAP : X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein
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Chapitre 1

Introduction générale

La cellule vivante se trouve constamment exposée & divers types de stress : thermique, oxy-
dant, chimique, hypoxie, rayonnements ionisants, choc osmotique, efc. En fonction de la nature
du stress, son ADN, sa membrane, ses protéines ainsi que d’autres de ses composants peuvent
étre endommagés. Une fois que les dommages induits sont détectés, le signal d’alerte est lancé et
des mécanismes de défense sont activés pour essayer de les maitriser et de préserver le bon fonc-
tionnement cellulaire en gérant au mieux les ressources énergétiques disponibles. Si le stress subi
est trop sévére et que le systéme est dans 'incapacité de se défendre, la mort cellulaire devient
inévitable, et peut potentiellement étre de nature suicidaire dite programmée pour protéger les
cellules voisines.

Les différentes étapes de la réponse cellulaire au stress sont réalisées par diverses espéces
moléculaires interagissant au sein de réseaux intracellulaires de signalisation. Ces réseaux sont
basés sur des réactions biochimiques et présentent une complexité extraordinaire leur permet-
tant d’avoir des comportements hautement sophistiqués. En effet, les espéces moléculaires les
constituant assurent des taches variées essentielles & la survie et au bon fonctionnement cellu-
laire, formant des machineries de processus biologiques aussi parfaitement synchronisées que les
musiciens d’un orchestre symphonique. L’une des approches permettant ’étude de ces réseaux
consiste a les traduire en modéles mathématiques, dans 'optique de reproduire un phénoméne
observé, analyser leurs réactions en réponse & différents stimuli, repérer les acteurs clés d’un phé-
noméne biologique, et éventuellement réaliser des prédictions assez précises et expérimentalement
vérifiables qui peuvent se montrer d’'une extréme utilité pour les applications thérapeutiques.

Nous nous focalisons principalement sur le stress thermique et sur la réponse cellulaire qui en
résulte en termes de dynamique des espéces moléculaires impliquées, mais également en termes
de destin cellulaire, de nature binaire (mort ou survie), a l'issue de ’exposition au stimulus. Nous
abordons cette problématique par une approche de modéles dynamiques décrivant la cinétique
biochimique des variables du systéme résultante d’une variation de la température. Nos travaux
s’inscrivent dans un cadre d’étude des problématiques thérapeutiques en matiére de dosimétrie
iso-effective et d’hétérogénéité de la réponse, et visent & démontrer la capacité prédictive des
modeéles dynamiques et leur utilité dans ’exploration des phénoménes biologiques et la caracté-
risation des courbes dose-effet. Dans ce chapitre, nous passerons en revue les notions concernant
le stress thermique qui faciliteront la compréhension de nos études. Nous commencerons par une
introduction a la technique d’hyperthermie et son potentiel thérapeutique. Par la suite, nous
expliciterons un outil standard de la détermination de la dose thermique & iso-effet biologique,
ainsi que ses limites de validité. Naturellement, il est également essentiel de mettre en évidence
les mécanismes biologiques régissant la réponse cellulaire au stress thermique et les principales
molécules y opérant. Enfin, nous présenterons une bréve introduction & la modélisation des
circuits biologiques.
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1.1 Hyperthermie et dosimétrie thermique

1.1.1 L’hyperthermie

L’hyperthermie est définie comme une élévation localisée de la température au dessus du
niveau physiologique dans un but thérapeutique, généralement avec des températures dans l'in-
tervalle 39-45°C [2]. L’¢élévation de température peut induire des dommages directs et mortels aux
cellules cancéreuses mais peut également les sensibiliser & d’autres modalités de traitement |3,
et les courbes de survie cellulaire qui en découlent sont similaires a celles associées a la radiothé-
rapie, caractérisées par une épaule initiale suivie par une décroissance exponentielle [4]. L’épaule
initiale dans ces courbes représente ’accumulation de dommages sublétaux, et une fois un seuil
de dommages dépassé, la décroissance exponentielle (mort) commence. Pour les températures
pas trop élevées, une queue de résistance peut apparaitre, correspondant a l’acquisition de la
thermotolérance [5].

Plusieurs études réalisées in vivo et in wvitro ont clairement démontré que ’hyperthermie
combinée & la radiothérapie ou & la chimiothérapie peut significativement améliorer le rende-
ment [6,7]. Des études ont également confirmé son impact positif sur la réponse immunitaire
envers les cellules tumorales [8]. Dans le cas de la combinaison avec la radiothérapie, ’hyperther-
mie augmente la sensibilité des cellules aux radiations par une action d’inhibition, entre autres,
des processus de réparation des dommages ADN [4,9,10]. Enfin, pour ce qui est de la chimio-
thérapie, des agents thérapeutiques montrent une action synergique quand ils sont combinés &
une élévation de température [11,12].

L’application clinique de '’hyperthermie peut étre locale, régionale ou sur corps entier [2].
Les techniques utilisées peuvent étre classées suivant leur nature invasive ou intraluminale, ainsi
que selon la nature superficielle ou profonde de leur effet [9]. Actuellement, les méthodes les plus
utilisées se basent sur la conduction thermique par circulation de liquide ou sur 'exposition aux
ondes électromagnétiques ou acoustiques [4].

1.1.2 Détermination de la dose thermique a iso-effet biologique

La description la plus simple pour un protocole thermique est la variation de la température
en fonction du temps. Quand des cellules sont exposées & un choc thermique (hyperthermie),
le taux de survie cellulaire est directement lié a la température et a la durée d’exposition [13].
Cependant, le fait est que les profils dynamiques de ces protocoles sont souvent tres irréguliers,
ce qui complique un peu les questions de dosimétrie thermique.

Une premiére approximation dans le calcul de la dose thermique, est de diviser le profil dy-
namique du protocole en plusieurs intervalles dans lesquelles la température est plus ou moins
constante, de multiplier ces températures par leurs durées correspondantes, et d’additionner les
résultats pour obtenir une dose en (°C min). Néanmoins, ce calcul ne permet pas de prédire
efficacement le rendement en termes de fraction de survie (ou de mort) cellulaire : par exemple,
une élévation de température allant de 37 & 42°C (AT = 5 °C) durant 10min produira moins de
dommages qu’une transition allant de 37 a 46°C (AT = 9 °C) durant 5.55min, et ce, bien que
les deux protocoles donnent approximativement un résultat de 50 °C min [14,15].

Une autre approche résultant directement des courbes de survie cellulaire, est de convertir
une certaine durée & une certaine température dans un protocole thermique, & une durée & une
température de référence, dans la contrainte d’un iso-effet biologique, i.e., méme fraction de
survie. La relation d’ Arrhenius lie le taux d’inactivation (taux de mort) dans les systémes biolo-
giques a la température, et présente une nature biphasique avec un "breakpoint” aux alentours
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de 43°C pour les lignées cellulaires de rongeurs et de 43,5°C pour les lignées humaines [4, 14].
Nous pouvons voir sur la figure (1.1) une courbe schématique de la relation d’Arrhenius ou le
logarithme de la pente des courbes de survie cellulaire (1/Dy) est représenté en fonction de la
température.

1L
0.1L
1/D, F
0.01L
ol | | 1 1 1
41 42 43 44 45

Température (°C)

Fiqure 1.1 — Courbe schématique représentative de la relation d’Arrhenius liant le
taux de survie cellulaire a la température. La courbe présente une nature biphasique avec
un breakpoint aux alentours de 43°C.

Sapareto et Dewey ont proposé d’utiliser cette relation entre le taux de mortalité cellulaire
et la température d’exposition pour normaliser les doses thermiques [16], et ont ainsi formulé
I’outil de détermination de la dose thermique nommé CEM48 défini comme suit :

t=final R = 07 25 T < 43°C

(1.1)
R=0,5 T>43C

CEM43 = /

RU-TM) 4t  avec
t=0

ou T'(t) désigne la température en fonction du temps en (°C), et ou R est un paramétre qui
peut étre expérimentalement déterminé et qui tient compte du changement de pente du taux de
mortalité en fonction des températures au-dessus ou en dessous de 43°C. "CEM43" est ’abrévia-
tion de "Cumulative Equivalent Minutes at 43". Cet outil permet de convertir n’importe
quel profil thermique & une durée a 43°C, la figure (1.2) adaptée de [16] montre plusieurs profils
dynamiques de choc thermique ayant des formes différentes mais portant la méme dose selon
le CEM/S. 11 est tout de méme important de noter que le CEM43 a été formulé & partir des
courbes de survie cellulaire issues d’une exposition au choc thermique ou les profils dynamiques
sont supposés étre des impulsions (température constante pendant une durée définie).

En outre, la température dans plusieurs points spatiaux au sein d’une méme tumeur sou-
mise & un protocole hyperthermique varie et une différence de 4 & 5°C peut étre atteinte [17],
ce qui a nécessité l'introduction d’'un concept considérant cette hétérogénéité spatiale dans la
propagation de la température et qui peut avoir un impact sur la précision de la dose ther-
mique calculée par le CEM43. Une idée était de partir de la température minimale atteinte dans
90%, 50% et 10% du volume tumoral, ce qui a conduit & I’élaboration du CEM4S T90, CEM/3
T50 et CEM48 T10 [14], et qui donneront donc a chaque profil dynamique d’hyperthermie un
nombre équivalent de minutes pour lesquelles la température dans 90%, 50% et 10% du volume
tumoral est d’au moins 43°C. Des études ont trouvé que le CEM43 T90 corréle trés bien avec la
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FIGURE 1.2 - Profils dynamiques (simulés) de protocoles thermiques portant la méme
dose CEM43. Le profil idéal est représenté en rouge et présente une dose thermique de 120
minutes & 43°C. Les profils (A-C) sont équivalents & 120 minutes & 43°C, nous pouvons voir
clairement que les aires correspondantes ne sont pas égales. La figure a été adaptée de [16].

réponse 18] et parait étre aujourd’hui 'outil le plus pratique pour le calcul de la dose thermique
dans les études cliniques [19].

Enfin, pour se donner un ordre de grandeur concernant la létalité d’un protocole thermique
par rapport a sa dose CEM43, des travaux ont montré que pour des structures sensibles comme
la barriére hémato-encéphalique (chez 'humain), une dose de 2min a 43°C est suffisante pour
observer des dommages significatifs ; alors que le seuil de dommages significatifs pour les muscles,
les graisses et la peau est aux alentours de 41min a 43°C; enfin pour les os, le seuil est & 15min
a 43°C [20]. Une étude a également montré que des seuils allant de 20 a 240minutes a 43°C
sont requis pour induire des dommages dans plusieurs tissus sains de plusieurs espéces (dont
I’humain) [21].

1.1.3 Facteurs impactant le calcul de la dose thermique & iso-effet biologique

Il existe plusieurs facteurs pouvant influencer considérablement la cytotoxicité hyperther-
mique et la réponse des systémes biologiques exposés [22], ce qui peut modifier I'allure et/ou
la position de la courbe d’Arrhenius. Nous allons énumeérer certains de ses facteurs qui sont a
prendre en considération et a potentiellement corriger lors du calcul d’une dose thermique par
le CEM/3 [16].

1. La thermotolérance :
La thermotolérance est définie comme étant 'acquisition temporaire d’une résistance en-
vers un traitement hyperthermique létal suite au pré-conditionnement par un premier
traitement sublétal [1,5,23|. Par exemple, un protocole de deux impulsions de 1h & 44°C
espacées par une durée au repos & 37°C cause beaucoup moins de mort cellulaire qu'un
protocole de 2h a 44°C [1], et ce, bien que les deux protocoles ont la méme dose se-
lon le CEM/8. Par ailleurs, la thermotolérance peut décaler la courbe d’Arrhenius et le
breakpoint de 1°C vers les températures supérieures [24], ce qui veut dire que les cellules
thermotolérantes sont 1°C plus résistantes que les cellules non thermotolérantes. Une ma-
niére de s’affranchir de cet effet est d’attendre suffisamment longtemps aprés la premiére
fraction de dose pour que la thermotolérance disparaisse. Son amplitude et sa durée dé-
pendent de la température et durée du premier traitement thermique de conditionnement.

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mohamed Tahar Ladjimi, Université de Lille, 2019

2. Le "Step-down heating" :
Il correspond & une situation ol la température augmente et dépasse le "breakpoint” pour
ensuite décroitre et repasser en dessous pour le reste de la durée de ’exposition. Il sensi-
bilise les cellules aux températures inférieures au "breakpoint” et élimine ce dernier dans
la courbe d’Arrhenius. Dans les conditions de Step-down heating, le paramétre R prend
donc sa valeur supérieure méme pour les températures inférieures au "breakpoint” [16].

3. Les conditions physiologiques :
Plusieurs facteurs physiologiques comme le pH [25,26] et les nutriments peuvent modifier
la réponse cellulaire & I’hyperthermie et impacter le développement de la thermotolé-
rance [27|. La sensibilité cellulaire & 'hyperthermie augmente quand le pH diminue, et
la courbe d’Arrhenius est décalée vers les températures inférieures au "breakpoint” sans
changement d’allure [14].

4. La différence de sensibilité des phases du cycle cellulaire :
La phase S du cycle cellulaire est sensible au choc thermique tandis que la phase G est
plus résistante [28].

1.2 Reéponse cellulaire au choc thermique

Maintenant que les notions de dosimétrie thermique ont été expliquées, il est temps de s’in-
téresser aux dommages induits par choc thermique au niveau intracellulaire, au mécanisme de
réparation de ces dommages, et a la régulation de la réponse cellulaire en explicitant les pro-
téines clés impliquées dans ces processus. La réponse cellulaire au choc thermique RCT a été
abondamment étudiée [29-32]. Nous nous limitons ici & ses caractéristiques qui sont considérés
dans nos modeles et qui sont décrits dans la figure (1.3) présentant un schéma explicatif de la
réponse cellulaire au stress thermique.

1.2.1 Dommages cellulaires induits par I’hyperthermie

Le principal dommage qu’induit une élévation de la température au sein des cellules est la dé-
naturation des protéines (Fig. 1.3), qui sont composées de polymeéres d’acides aminés appelés
polypeptides, et dans lesquels les acides aminés s’associent par des liaisons covalentes [33|. Cette
séquence d’acides aminés constitue la structure primaire de la protéine, et le polypeptide doit
acquérir une conformation secondaire puis tertiaire (tridimensionnelle) [34] pour que la protéine
puisse assurer ses fonctions, ceci est possible via des liaisons non-covalentes de type hydrogéne.

Cette conformation tridimensionnelle n’est stable qu’aux températures physiologiques, et une
augmentation de la température peut amener & la rupture des liaisons non-covalentes et & la dé-
naturation (perte de la conformation tridimensionnelle) de la protéine [35], et donc & la perte de
sa fonctionnalité, ce qui impacte des processus intracellulaires critiques, perturbe ’homéostasie
protéique (protéostasie), et peut éventuellement causer la mort cellulaire [36,37]. Il est & noter
que certaines protéines sont plus stables que d’autres, ce qui leur permet de résister au stress
et de garder leur conformation et leur fonctionnalité. Les protéines dénaturées ont tendance a
former des agrégats toxiques impliqués dans les maladies neurodégénératives et dans le vieillis-
sement [38,39].

L’hyperthermie cause également une déformation du cytosquelette, une perte de localisation
des organites, un effondrement des processus de transport intracellulaire, une fragmentation de
I’appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique, une décroissance du nombre de mitochondries
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FIGURE 1.3 — Schéma de la réponse cellulaire au stress thermique. D’une part, les
protéines se dénaturent sous ’action du choc thermique et les HSP présentes (libres ou dissociées
de HSF1) tentent de les réparer; d’autre part, les HSF1 libres forment des trimeéres et sont
activés pour ensuite lancer la transcription d’autres HSP, une fois qu’il y a assez de protéines
chaperons et que les dommages sont maitrisés (réparés ou dégradés - fleches en pointillés), les
HSP séquestrent de nouveau les HSF'1 pour stopper leur propre production et éviter une dépense
énergétique inutile & la cellule.

Protéine

Protéine
dénaturée

et de lysosomes, un changement morphologique de la membrane conduisant & 'augmentation de
sa perméabilité, et provoque 'apparition de granules de stress contenant des ARN et des pro-
téines dans le cytosol. Au niveau intranucléaire, elle impacte aussi les processus d’épissage [31].

Enfin, il a été précédemment mentionné que I’exposition au choc thermique sensibilise les cel-
lules & la radiothérapie, qui de son c¢6té induit principalement des dommages & ADN de type
cassures simple-brin et double-brin. Il est largement accepté que le choc thermique perturbe les
mécanismes de réparation de ’ADN [40,41] ce qui rend les cellules vulnérables aux autres stress
qui ciblent directement ce dernier, comme les rayonnements ionisants par exemple. En effet, le
choc thermique peut désactiver la Polymérase-3, 'enzyme clé impliquée dans le processus de
réparation par excision de base, et il impacte également les processus de jonction d’extrémités
non homologues (Non-Homologous End Joining, NHEJ) et de recombinaison homologue (Ho-
mologous Recombination, HR) [40]. Des études ont par ailleurs montré que I’hyperthermie seule
peut induire des dommages & PADN [42,43|.
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1.2.2 Les protéines de choc thermique (Heat Shock Proteins, HSP)

Suite aux dommages intracellulaires induits par le choc thermique, une machinerie de ré-
ponse est mise en place pour les réparer et préserver au mieux ’homéostasie permettant le bon
fonctionnement et la survie. Les acteurs principaux de cette machinerie sont les protéines de
choc thermique (Heat Shock Proteins, HSP) [30,44,45] qui sont hautement conservées a travers
diverses lignées cellulaires. Ces protéines sont classées en familles en fonction de leur poids mo-
léculaire. La HSP70 (70kDa) est I'une des protéines chaperons les plus étudiées en raison de
son role cytoprotecteur central dans les réponses a différents types de stress (thermique, métaux
lourds, oxydant) [46,47].

Dans les conditions normales & la température physiologique, les HSP sont présentes dans
la cellule et constamment produites avec un taux basal pour assurer le bon repliement des pro-
téines nouvellement synthétisées. Quand la cellule est exposée & un choc thermique, les protéines
dénaturées commencent & s’accumuler, et la production des HSP est alors augmentée par le biais
de leur facteur de transcription. Ces protéines chaperons interviennent pour extraire les pro-
téines dénaturées des agrégats qu’elles forment [48], les réparer, et les marquer pour qu’elles
soient dégradées si le processus de réparation se solde par un échec (Fig. 1.3).

En outre, des études ont montré le role des HSP dans le processus de thermotolérance [49,50],
se traduisant par 'acquisition d’une résistance transitoire & un choc thermique normalement
létal suite au pré-conditionnement par un choc thermique sublétal. Des travaux ont également
montré 'implication des HSP dans I'inhibition de la mort cellulaire apoptotique [51]. Toutes ces
propriétés font des HSP une cible potentiellement intéressante pour les thérapies [52,53].

1.2.3 Le facteur de transcription HSF1 (Heat Shock Factor 1)

Une protéine de type facteur de transcription peut moduler le taux de transcription des
protéines cibles en favorisant ou en réprimant la liaison de 'ARN polymérase sur les génes
cibles de TADN. HSF1 est une protéine facteur de transcription hautement conservée dans
les cellules eucaryotes et principalement impliquée dans la réponse transcriptionnelle aux stress
protéotoxiques comme le choc thermique, mais aussi dans des mécanismes de régulation liés au
métabolisme et au développement [54]. Sous des conditions de stress thermique, HSF1 forme
des triméres et active la transcription des protéines chaperons HSP (Fig. 1.3). En absence de
stress, HSF'1 subit une régulation négative (séquestration) par les protéines chaperons.

1.2.4 Reégulation de la réponse cellulaire au stress thermique

La réponse cellulaire au choc thermique se caractérise principalement par ’activation de la
synthése de protéines de choc thermique HSP, qui tentent de réparer les protéines dénaturées
induites par I’élévation de la température (Fig. 1.3), parallélement, la synthése des autres pro-
téines est inhibée [55]. Nous pourrions penser qu’une solution est de surproduire les HSP en
permanence pour contrer toute agression le plus rapidement possible, mais cette stratégie ne
serait efficace que si la production de ces protéines ne cotiterait rien, ce qui n’est pas le cas : la
synthése des HSP présente un cotit métabolique et les ressources énergétiques de la cellules
sont limitées. La cellule doit donc, sous des conditions de stress, réparer au mieux les dommages
sans pour autant épuiser toutes ses réserves d’énergie [56].

En réalité, en absence de conditions de stress, la concentration des HSP damns la cellule reste a
son niveau basal nécessaire au bon repliement des protéines nouvellement synthétisées. Les HSP
forment des complexes avec leur facteur de transcription HSF1 (Heat Shock Factor 1) présent
sous forme de monomeéres pour le séquestrer et empécher 'activation de leur propre synthése vu
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que la cellule n’en a pas besoin. Sous les conditions de choc thermique, les protéines dénaturées
s’accumulent, les HSP se dissocient des HSF1 et tentent de réparer les dommages. Pendant ce
temps, les HSF'1 libres passent par des étapes de trimérisation et de phosphorylation avant de
devenir actifs et de lancer la transcription de plus de HSP en se placant sur les promoteurs de
ces derniéres nommés HSE (Heat Shock Elements). De cette maniére, la cellule produit plus de
HSP pour replier davantage de protéines endommagées. Une fois que le nombre de protéines
dénaturées aura diminué, les HSP libres s’associent de nouveau aux HSFI pour stopper leur
propre production [57,58]. Ce mécanisme de séquestration de HSF1 par HSP, qui peut étre
vu comme une boucle de rétroaction négative, permet a la cellule de gérer au mieux ses
ressources et de répondre d’une maniére relativement rapide & 'induction des dommages, ce qui
I’aide & préserver plus ou moins son homéostasie en fonction de la sévérité du stress.

1.3 La mort cellulaire

A T’issue d’une exposition au stress, deux cas de figure sont possibles : soit la cellule arrive
a se remettre en équilibre en réparant les dommages et survit; soit, les dommages accumulés
dépassent un certain seuil et la cellule se trouve dans l'incapacité de les réparer, la mort cellu-
laire devient alors inévitable et peut prendre diverses formes. Sous certaines conditions, la cellule
peut "choisir" de mourir, si elle est dans 'impossibilité de réparer efficacement les dommages
induits, pour protéger les cellules voisines. Ce type de mort est dit programmé, et reste aujour-
d’hui le mécanisme de mort cellulaire le plus exploré en raison des avantages thérapeutiques qu’il
offre [59-61].

L’apoptose et la nécrose sont les deux mécanismes de mort cellulaire les plus largement étu-
diés. Il est généralement accepté que la cellule meurt par apoptose ou par nécrose dépendamment
de la nature et de la sévérité du signal de mort mais aussi du type cellulaire, stipulant que les
stress de basses intensités provoquent une mort par apoptose alors que les plus sévéres pro-
voquent plutdét une mort par nécrose. Dans le cas du stress thermique, une étude a montré
qu’un choc thermique de 60min & 44°C induit majoritairement une mort cellulaire par apoptose
des cellules Jurkat, alors qu’un choc thermique de méme durée & 46°C provoque majoritairement
une mort nécrotique [62]. Les notions de bases concernant ces deux modes de mort cellulaire
sont briévement présentées dans ce qui suit.

1.3.1 L’apoptose

L’apoptose est définie comme étant un type de mort cellulaire programmé qui évite !’in-
flammation et qui joue un réle critique en paralléle & la mitose dans le maintien de 1’équilibre
tissulaire. Ce type de mort est dit programmé en raison de son extréme régulation et com-
plexité. Une caractéristique clé de la mort cellulaire apoptotique est I'activation des caspases
(contraction de cysteine-dependent aspartate specific proteases) initiatrices et effectrices. Apres
des réactions en cascade enclenchées par un signal, les caspases effectrices activées meénent a
terme le processus de mort [63].

La morphologie associée & ce type de mort se caractérise par un rétrécissement de la cellule,
une condensation du noyau et du cytoplasme et un clivage de la chromatine, alors que la mem-
brane cellulaire reste intacte ; la cellule se désintegre enfin en corps apoptotiques qui sont ingérés
par les phagocytes in vivo, protégeant ainsi les cellules voisines et évitant éventuellement I'inflam-
mation |64]. In vitro, les cellules apoptotiques se décollent des surfaces adhérentes, et ’absence
des phagocytes fait que le contenu cellulaire finisse déversé dans le milieu extracellulaire. Il existe
deux réseaux principaux de I'apoptose cellulaire : le réseau intrinséque dit mitochondrial, et le
résean extrinséque dit réseau du récepteur de mort (death receptor). Ces deux voies ménent au
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meéme résultat, a savoir la mort cellulaire et la désintégration de la cellule en corps apoptotiques
sous l'action des caspases initiatrices et effectrices évitant le déversement du contenu cellulaire
dans le milieu. Les réactions en cascade caractérisant chacune des voies et leurs potentiels points
d’intersection sont présentés dans ce qui suit. Ceci permettra d’identifier les espéces et les motifs
des interactions au sein du réseau apoptotique.

Réseau intrinséque de ’apoptose

Contrairement au réseau extrinséque, le réseau intrinséque ne repose pas sur les récepteurs de
mort mais plutdt sur divers stimuli qui orchestrent des signaux intracellulaires conduisant dans
un premier temps & la perméabilisation de la membrane mitochondriale. Ces stimuli peuvent
étre des radiations, des toxines, I’hypoxie, 'hyperthermie, des infections virales et des radicaux
libres [65]. Ces signaux enclenchent une cascade de réactions qui passe par 'activation des pro-
téines pro-apoptotiques (favorisant la mort cellulaire) du type BHS3-only [66] appartenant a la
famille Bel-2 [67], et qui par la suite vont promouvoir 'activation de Baz et Bak, d’autres
protéines pro-apoptotiques (Fig. 1.4A). Ces deux derniéres forment des oligomeéres dans la mem-
brane externe de la mitochondrie, ce qui la rend permeéable et cause la diffusion du cytochrome-c
et de Smac/DIABLO.

Dans le cytoplasme, le cytochrome-c se lie & Apaf-1 et a la Procaspase-9 pour former un
complexe appelé 1’ Apoptosome, conduisant & 'activation de la Caspase-9 dite initiatrice par
clivage de la Procaspase-9. La Caspase-9 active la Caspase-3 effectrice [68] par un clivage de
la Procaspase-3. La Caspase-83 active a son tour la Caspase-9 |69] en formant une boucle de
rétroaction positive. L’accumulation de la Caspase-8 active conduit & la condensation de la
chromatine et a la fragmentation de ’ADN [70,71]. La protéine anti-apoptotique X/AP inhibe
Papoptose en séquestrant les caspases 9 et 3 [72-74]|, et Smac/DIABLO se lie & XIAP pour
Pempécher de ce faire [75].

Il est important de noter que la régulation du processus d’apoptose implique les protéines
anti-apoptotiques de la famille Bel-2 [67]. En effet, les protéines de cette famille peuvent étre
pro-apoptotiques ou anti-apoptotiques et sont les principaux acteurs de la perméabilisation de
la membrane mitochondriale ou de sa préservation. Les BHS3-only, Bar et Bak que nous avons
précédemment cités font partie de cette famille, la protéine Bcl-2 en fait également partie,
mais est en revanche anti-apoptotique et agit en inhibant la perméabilisation de la membrane
mitochondriale & travers I'inhibition de ’homodimérisation de Baz et de Bak. A ce stade, il est
inutile de préciser que le processus d’apoptose est hautement régulé et extrémement complexe.

Réseau extrinséque de ’apoptose

La voie extrinséque de I'apoptose se caractérise par des interactions trans-membranaires im-
pliquant les récepteurs de mort de la famille TNF (Tumor Necrosis Factor) |76]. Ces récepteurs
sont dotés d’un "domaine de mort" (death domain) qui se trouve au centre de la transmission du
signal de mort de la surface cellulaire aux réseaux de signalisation intracellulaires. A chaque ré-
cepteur de mort correspondent des ligands de mort (death ligand) homologues [77]. Quelques uns
des couples ligand /récepteur découverts sont FasL/FasR, TNF-o/TNF-R1 et TRAIL-R1/DR4.

A la réception et association avec un ligand de mort homologue, le récepteur de mort recrute
des protéines cytoplasmiques adaptatrices qui présentent des domaines de mort similaires, par
exemple, 'association FasL/FasR recrutera la protéine adaptatrice FADD. Conséquemment, ces
protéines adaptatrices s’associent par dimérisation avec les Procaspases-8 et forment le complexe
DISC (Death-Inducing Signalling Complex), ce qui résulte par activation de la Caspase-8
initiatrice via 'auto-activation catalytique de la Procaspase-8 [65] (Fig. 1.4). Une fois la Caspase-
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8 activée, elle active la Caspase-3 effectrice et les deux forment une boucle de rétroaction positive.
La voie extrinséque de ’apoptose est inhibée par la protéine c-FLIP qui peut séquestrer les
protéines adaptatrices FADD et la Caspase-8 [65,78| (Fig. 1.4B).

Signal

—>

Ligand
de mort

Recepteur

mm 1531

ISC

| c -FLIP
I Protéine

I adaptatrice

|

L — —-— _®/

B Mc}rt

FIGURE 1.4 — Schéma des voies intrinséque et extrinséque de l’apoptose dans les
cellules mammiféres. Les fleches noires symbolisent une régulation positive (activation) et les
fleches rouges a téte plate une régulation négative (inhibition), les fleches grises représentent une
association. MOMP=Mitochondria Outer Membrane Permeabilization (perméabilisation de la
membrane mitochondriale externe). A- Schéma de la voie intrinséque de 'apoptose. B- Schéma
de la voie extrinséque de I'apoptose.
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Convergence des deux voies apoptotiques

Les deux réseaux de ’apoptose cellulaire convergent dans la phase de I’exécution du processus
assurée par la Caspase-3 (les caspases 6 et 7 sont également des caspases effectrices, cependant, la
Caspase-3 reste la plus largement étudiée). La Caspase-3 active les endonucléases et les protéases
qui dégradent respectivement ’ADN et les protéines nucléaires ainsi que du cytosquelette. La
rétroaction positive entre la, Caspase-3 et les caspases initiatrices garantie 'irréversibilité du
processus [79]. Les voies intrinséque et extrinséque peuvent également étre interconnectées :
la Caspase-8 peut activer Bid (protéine pro-apoptotique de type BHS-only), ce qui induit la
perméabilisation de la membrane mitochondriale et les réactions en cascade qui en découlent se
terminant par activation de la Caspase-3, de méme que pour la voie intrinséque [80,81].

1.3.2 La nécrose

La nécrose quant & elle désigne la mort cellulaire non-apoptotique dite "accidentelle", elle
se distingue principalement de ’apoptose par le gonflement de la cellule jusqu’a la rupture de
la membrane et du déversement du contenu cellulaire dans le milieu extracellulaire, provoquant
ainsi une réponse inflammatoire [64|. Bien que la nécrose soit considérée comme un mode de
mort incontrolé et "aléatoire", plusieurs études affirment qu’il existe en réalité des mécanismes
de régulation de la nécrose [82,83], et que ce type de mort peut trés bien étre programmé, in-
troduisant le terme "nécroptose".

Les voies de 'apoptose et de la nécroptose peuvent interagir entre elles par le biais des
molécules impliquées dans leurs voies de signalisation respectives. Par exemple, la Caspase-8
(initiatrice) activée dans la voie extrinséque de 1’apoptose peut inhiber la nécroptose en désac-
tivant RIPK1 et RIPK3 [84]. En outre, ’ATP joue un role essentiel dans la détermination du
type de mort cellulaire car le processus d’apoptose a besoin d’'une grande quantité d’ATP pour
étre réalisé, contrairement a la nécrose [85], ce qui fait que le type de mort peut changer en
fonction des niveaux d’ATP disponible.

1.4 Variabilité cellulaire et mort fractionnelle

La variabilité cellulaire et son impact sur la réponse d’une colonie de cellules & un méme
stress est une notion centrale de la problématique thérapeutique. Dans ce qui suit, les sources de
variabilité les plus connues sont présentées. Ce phénoméne n’est pas exclusivement lié au stress
thermique, et il constitue un obstacle majeur pour les différentes classes de thérapies & travers
I’hétérogénéité de la réponse. Cependant, cette variabilité cellulaire n’a pas forcément que des
inconvénients. En effet, en dehors du cadre thérapeutique, nous pourrions imaginer une situation
caricaturale ot une population de cellules saines sont exposées a un quelconque stress :

e Si toutes les cellules sont rigoureusement identiques, soit elles réussissent toutes a survivre,
soit elles meurent toutes et le tissu cellulaire qu’elles composent disparait.

e Si par contre les cellules sont différentes, nous aurions plus de chances d’avoir une fraction
survivante pouvant potentiellement reproduire la population.

1.4.1 Bruit intrinséque et extrinséque

La variabilité cellulaire aussi appelée bruit cellulaire [86] se traduit par le fait que méme
dans une population de cellules génétiquement identiques et qui appartiennent au méme tissu,
chaque cellule est unique par sa taille, sa forme, son niveau de protéines, efc. Ce bruit peut
impacter significativement des processus tels que la réponse au stress et I’évolution du cycle
cellulaire. Le bruit cellulaire peut étre séparé en deux catégories : le bruit intrinséque et le bruit
extrinséque [87|. Le bruit intrinséque s’exprime & travers la stochasticité naturelle des réactions
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biochimiques cellulaires telles que la formation de complexes protéiques, la transcription et la
traduction au sein d'une méme cellule. Le bruit extrinséque quant a lui, désigne la variabilité dans
le contenu cellulaire entre plusieurs cellules comme par exemple la concentration d’une protéine
donnée. Ces deux types de bruit contribuent ensemble & la variabilité cellulaire globale [88].

1.4.2 Hétérogénéité du contenu cellulaire

L’une des facettes de la variabilité est la différence dans les concentrations des composants
cellulaires entre les cellules d’'une méme population. Ces composants peuvent étre des protéines
[89,90] ou d’autres organites. Des travaux ont par exemple montré que la variabilité de la
masse mitochondriale due au partage non équitable des mitochondries au moment de la division
cellulaire peut influencer le taux de transcription global et donc la concentration des protéines
a travers les niveaux d’ATP [91-93]. Cette hétérogénéité peut significativement impacter le
destin cellulaire aprés une exposition au stress dans le sens ol chaque cellule aura une réponse
dynamiquement différente en fonction de ses composants clés impliqués [94]. Dans le cas du stress
thermique, nous explorons ’hypothése qu’une variabilité des niveaux des protéines chaperons
HSP au moment de I'exposition peut entrainer une différence de réponse et du destin cellulaire
résultant dans le chapitre 5.

1.4.3 Asynchronie dans le cycle cellulaire

Une autre facette de la variabilité cellulaire correspond a I’asynchronie dans le cycle cellulaire.
Dans une population, les cellules ne sont pas naturellement synchronisées et se trouvent dans
différentes phases du cycle. En fonction de la nature du stress, et des phases du cycle dans
lesquelles elles se trouvent au moment de I’exposition, les cellules peuvent se montrer résistantes
ou sensibles [95,96]|. Par exemple, pour le stress thermique, les cellules des mammiféres sont
les plus sensibles en phase M du cycle cellulaire (mitose) et sont plus résistantes en phase G1.
En outre, la production des chaperons HSP70 varie dépendamment des phases du cycle [97].
Pour une population cellulaire asynchrone, une variabilité de la réponse au stress peut donc étre
constatée.

1.4.4 Mort fractionnelle

Dans une colonie cellulaire monoclonale, chaque cellule est néanmoins unique de par ses ca-
ractéristiques biochimiques, son protéome, et sa position dans le cycle cellulaire. Si cette colonie
est soumise & un stress de quelconque nature, cette hétérogénéité se traduit en une différence de
réponse du point de vue dynamique [98-100]. De ce fait, une fraction de la population cellulaire
survit alors que I'autre meurt. La mort fractionnelle se définit donc comme étant cette diffé-
rence de destin cellulaire dans une colonie clonogénique & l’issue d’une exposition au méme
stress. Ce phénomeéne est clairement constatable sur les courbes de survie cellulaire résultantes
des études dosimétriques.

Prenons une vision trés simplifiée de la problématique dans le cas du stress thermique comme
exemple : nous pouvons imaginer une situation ot une cellule aurait deux fois plus de protéines
réparatrices HSP qu’une autre cellule de la méme population, et en cas de choc thermique, la
premiére est donc plus avantagée vu qu’elle peut immédiatement commencer la renaturation
des protéines dénaturées en s’affranchissant du délai nécessaire pour la transcription (régulée
par HSF1) et la traduction des HSP, délai qui peut étre décisif sachant que si les dommages
accumulés dépassent un certain seuil, cela enclenche des réactions en cascade ayant pour issue
la mort cellulaire.

12

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mohamed Tahar Ladjimi, Université de Lille, 2019

Plus concrétement, une étude a également trouvé une corrélation entre la masse mitochon-
driale et la concentration des protéines apoptotiques [93] qui peut expliquer I’hétérogénéité dans
la réponse cellulaire de mort/survie a des doses du ligand de mort TRAIL. In vivo, nous pou-
vons avoir d’autres causes d’acquisition de résistance au stress et de mort fractionnelle comme
I’hétérogénéité du micro-environnement tumoral [101].

1.5 Modélisation des réseaux intracellulaires de signalisation

Il est possible de voir la cellule comme un systéme dans lequel les protéines et autres compo-
sants assurent diverses taches liées aux fonctions cellulaires essentielles telles que la gestion des
ressources énergétiques, le maintien de I'intégrité, le transport membranaire, etc. Pour ce faire,
les protéines interagissent au sein de réseaux de signalisation qui présentent souvent des entre-
croisements. La modélisation mathématique de ces réseaux nous permet de mieux comprendre
leur fonctionnement, d’identifier les acteurs clés pour les simplifier, de réaliser des prédictions
vérifiables expérimentalement, et de repérer des cibles potentielles pour les thérapies.

1.5.1 Circuits biologiques de signalisation

Les réseaux biologiques sont trés complexes en raison des nombreux types de macromolé-
cules, de mécanismes d’interactions et d’entrecroisements qu’ils comportent. Caricaturalement,
les acteurs impliqués interagissent entre eux soit par une action d’activation, soit par une action
d’inhibition, et chaque action est caractérisée par un taux représentant son intensité. A titre
d’exemple, pour ce qui est de la réponse cellulaire générale au stress, nous pouvons schématiser
le réseau de réponse comme suit (Fig. 1.5) :

1. Le stress induit des dommages (D) qui activent les réseaux de réparation (R) et de mort.

2. Les réseaux de réparation (R) essayent de maitriser les dommages (D) et d’inhiber les

réseaux de mort, directement ou indirectement (& travers la réparation des dommages),
pour que la cellule survive.

3. Les réseaux de mort activés par les dommages s’auto-activent pour qu’une fois le point

de non retour atteint, la décision de mort soit irréversible.

Stress

€ p—> o)

(RO

FIGURE 1.5 — Schéma simplifié du réseau de réponse cellulaire au stress. Les fleches
(=>) indiquent une activation, et les fleches (=|) une inhibition. D symbolise les dommages
induits et R les réseaux de réparation.

En réalité, les molécules d’un réseau biologique s’associent, se dissocient, coopérent pour réali-
ser des taches, forment des boucles de rétroaction positives et négatives, etc. Quand on s’intéresse

13

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mohamed Tahar Ladjimi, Université de Lille, 2019

a la modélisation d’un certain phénomeéne biologique, nous devons déterminer les acteurs consti-
tuant le réseau causant le phénoméne observé, les natures de leurs interactions biochimiques,
ainsi que les taux régissant ces interactions (taux de syntheése, de dégradation, d’activation, etc.)
et qui seront les parameétres du modeéle. Ensuite, & travers des lois mathématiques, comme la loi
d’action de masse typiquement, le réseau peut étre traduit en un systéme d’équations différen-
tielles couplées qui permet d’analyser la dynamique des variables & travers leurs concentrations
moléculaires en réponse & un stimulus. Les paramétres non déterminés peuvent étre estimés par
optimisation et calibration du modéle pour qu’il reproduise des mesures expérimentales.

1.5.2 Modélisation dynamique des réseaux biologiques

Dans les modeéles dynamiques de réseaux biologiques, les espéces ont des concentrations ini-
tiales déterminées, et les prédictions de la variation de ces concentrations requiert la connaissance
des taux régissant les réactions entre ces espéces. Les taux de réaction dépendent des concen-
trations des réactifs mais aussi des conditions environnementales comme la température et le
pH [102]. L’évolution temporelle de la concentration de chaque espéce est mathématiquement
modélisée, via la loi d’action de masse, par une équation différentielle en fonction des réactions
dans lesquelles ’espéce est impliquée et de leurs taux respectifs. Dans les modéles dynamiques
de survie cellulaire que nous utiliserons dans nos travaux, la concentration de certaines espéces
peut étre considérée comme un indicateur de mort, ou peut également étre utilisée dans une
fonction probabiliste donnant une fraction de survie.

Une fois que le modéle est ajusté (taux de réactions fixés par mesure ou par optimisation),
les simulations numériques nous permettent d’étudier I’évolution temporelle des concentrations
des différentes espéces du modeéle en réponse a la perturbation d’un paramétre (par exemple,
I’évolution des concentrations de HSF1 et de HSP en réponse a une élévation de température),
et donc de réaliser des prédictions plus ou moins précises quant & l'issue d’une expérimentation.
Quand le stimulus est constant et pour un temps d’observation suffisamment long, les modéles
dynamiques biologiques peuvent atteindre un point fixe dans lequel les concentrations de toutes
les variables du systéme sont constantes, ou peuvent également effectuer des oscillations infinies.
Dans nos modéles qui seront présentés par la suite, le signal désigne la variation de la température
dans le cadre d’une exposition au stress thermique.

1.5.3 Boucles de rétroaction

Les réseaux biologiques de signalisation sont composés de motifs récurrents, et 1’'un des motifs
les plus simples est la boucle de rétroaction. Une rétroaction est par définition ’action d’un effet
sur sa propre cause, les espéces formant ce genre de boucle vont donc interagir avec d’autres
espéces qui en sont & origine, comme par exemple une interaction entre une protéine et son
propre facteur de transcription. Les boucles de rétroaction permettent aux systémes biologiques
d’avoir des comportements particuliers nécessaires dans ’accomplissement des divers procédés
aussi bien liés & la survie et a la prolifération qu’a la mort. Il existe deux types de boucles de
rétroaction, les positives et les négatives, indépendamment du nombre d’espéces qui les forment.
1l existe également des boucles avec une seule espéce qui va s’auto-réguler par activation ou par
inhibition. Par ailleurs, en raison de leur impact sur le déterminant de la matrice jacobienne
du systéme auquel elles appartiennent, les boucles de rétroaction impactent également sa stabi-
lite [103,104].

Dans une boucle de rétroaction négative, une espéce s’auto-inhibe ou inhibe son activateur.
Elle présente deux fonctions principales : la premiére est qu’elle permet aux systémes d’atteindre
leurs états stables plus rapidement (accélération de la réponse) [105], caractéristique qui est
d’ailleurs trés avantageuse dans le cas d’'une réponse & un stress transitoire, une observation
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expérimentale de cela concerne le systéme SOS de réparation de 'ADN dans la bactérie E.
coli [106]. La seconde est qu’elle permet aussi, dans le cas ot le taux de la rétroaction est assez
élevé, d’engendrer des oscillations du systéme [107], un exemple étant 'activité du facteur de
transcription NF-xB [108].

Contrairement & la boucle de rétroaction négative, une espéce s’auto-active ou active son
activateur dans une boucle positive, également de maniére directe ou indirecte. Ces boucles
peuvent donner divers comportements au systéme en fonction de leurs parameétres. Elles peuvent
retarder les réponses, comme démontré dans des réseaux synthétiques d’expression génétique de
E.coli [109], provoquer de 'ultra-sensibilité vis-a-vis des petits changements du signal, mais elles
peuvent surtout produire de la bistabilité (existence de deux états stables du systéme) [110,111],
cette derniére est une notion centrale dans la prise de décision cellulaire. Le cas des caspases
initiatrices et effectrices de 'apoptose est un bon exemple, présentant une bistabilité (état de
survie et état de mort) a caractére irréversible.

1.5.4 Estimation des paramétres du modéle

L’estimation des parameétres du modéle représente I'une des étapes les plus cruciales, car la
qualité de la calibration est directement liée au pouvoir prédictif. Certains paramétres peuvent
étre expérimentalement mesurés tels que les taux de dégradation des protéines que nous pouvons
déterminer & partir de leurs temps de demi-vie. Les autres paramétres peuvent étre estimés via
I’ajustement de données expérimentales en utilisant des fonctions de score, qui doivent étre
minimisées ou maximisées, comme par exemple erreur quadratique moyenne RMSE utilisée
dans nos opérations et qui est définie comme suit :

X Xz sim_Xi ex 2
RMSE:\/ =1 (X cav) (1.2)

n

ot X sim €t X exp sont respectivement les résultats issus des simulations et des expérimenta-
tions, n est le nombre de points des données. Plus I’écart entre X; gim et X ez est faible, moins
élevé est le score RMSE, et meilleur est ’ajustement et donc la calibration du modéle.

Cette fonction de score peut étre couplée a des algorithmes d’optimisation basés sur la mé-
thode des moindres carrés tels que l'algorithme de Levenberg-Marquardt, visant & minimiser
I’écart entre les prédictions du modéle et les données. L’optimisation peut étre locale au voisi-
nage (défini) d’une valeur de parameétre prise comme valeur initiale, ou globale sur la totalité de
I’espace de définition. Par ailleurs, il n’est pas du tout rare dans les expérimentations biologiques
que les résultats de plusieurs expériences d’'une méme étude soient quantitativement différents,
et dans ce cas, une solution est de prendre la moyenne des données ou d’effectuer une pondéra-
tion favorisant les données dans lesquelles nous avons le plus confiance et qui auront donc une
contribution élevée dans 'estimation des paramétres.

1.5.5 Séparation des échelles de temps

L’une des caractéristiques fondamentales des systémes biologiques est que les procédés qui s’y
opérent le font avec des échelles de temps significativement différentes. Par exemple, en réponse
a un stimulus, la phosphorylation d’un facteur de transcription peut se faire en moins d’une se-
conde, ce facteur de transcription une fois activé se lie & son site sur ’ADN en quelques secondes,
la transcription et traduction des génes ciblés se passe en quelques minutes, et l'accumulation
des protéines produites peut prendre plusieurs minutes & plusieurs heures. En conséquence, si
nous nous intéressons par exemple & la dynamique d’accumulation des protéines uniquement,
le procédé de phosphorylation du facteur de transcription, qui est de loin le plus rapide de la
chaine, peut étre omis, et nous pouvons considérer que le facteur de transcription est activé
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instantanément par le stimulus.

Ainsi, pour modéliser un systéme dont les procédés ont des échelles temporelles différentes,
I’échelle de temps du procédé le plus "intéressant" pour ’étude sera prise comme référence, et
de 1a [102] :

1. Les procédés largement (au moins un ordre de grandeur de différence) plus lents peuvent

étre considérés comme invariants : les variables impliquées deviennent des constantes.

2. Les procédés largement plus rapides peuvent étre considérés comme instantanés : pour ce
faire, les approximations de 1’équilibre rapide ou de 1’état quasi-stationnaire sont utilisées.

Cette séparation des échelles de temps permet de simplifier, par des approximations raisonna-
blement précises, le modéle initial en réduisant sa dimensionnalité tout en préservant son com-
portement dynamique. La réduction des modéles facilite leur manipulation, permet d’identifier
les facteurs clés du phénoméne modélisé, et fait gagner un temps de calcul considérable.

1.6 Plan

Ce premier chapitre introduit les différentes notions qui sont utiles pour la suite. Nos travaux
se focalisent sur la réponse cellulaire au choc thermique, aussi bien sur 'aspect dynamique de
la réponse centré sur les variables clés, que sur le destin cellulaire de mort ou de survie a 'issue
de Vexposition a des stress de différentes sévérités.

Le chapitre 2 présente une étude de effet de la forme temporelle du stress thermique sur cette
réponse dans un cadre de dosimétrie thermique & iso-effet biologique en utilisant un modéle de
réseau de réponse au choc thermique (RRCT') couplé a une équation de population comportant
une fonction de mort probabiliste.

Dans le chapitre 3, le modéle précédemment mentionné est réduit, et utilisé par la suite dans
I’étude de la potentielle synergie entre le choc thermique et 'inhibition des chaperons HSP, puis
dans la reproduction des données de survie cellulaire au stress thermique de plusieurs lignées.

Le chapitre 4 traite la modélisation de la voie apoptotique de la mort cellulaire qui doit
aboutir sur une réponse binaire décrivant le destin d’une cellule unique. Nous utilisons ensuite
ce modéle de 'apoptose dans le chapitre 5 en le couplant au modéle RRCT, pour réaliser une
étude de la variabilité de la réponse au sein d’une colonie de cellules exposées & un méme stress
en y ajoutant une différence de concentration sur les protéines clés du réseau de réponse.

Enfin, nous développons dans le chapitre 6 un modéle réduit générique de la réponse au
stress que nous utilisons dans 1’étude de la réponse cellulaire au stress transitoires de durées et
d’intensités variables & travers ’analyse des courbes iso-effet.
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Chapitre 2

Effets de la forme temporelle du stress
thermique sur la survie cellulaire

2.1 Introduction

L’hyperthermie a largement été utilisée comme traitement anti-cancer [112], particuliérement
en combinaison avec la chimiothérapie [113,114] ou la radiothérapie [112,115], et des études
ont montré que 'hyperthermie peut améliorer le rendement de 'immunothérapie [8,116,117]. A
I'intérieur des cellules, le choc thermique cause la dénaturation des protéines et donc la perte
de leur fonction, ce qui peut amener & un dysfonctionnement cellulaire et potentiellement & la
mort [118]. Adoptant une méthode heuristique d’analyse de régression des courbes de survie
cellulaire en réponse & une impulsion de stress thermique, un outil standard de détermination
de la dose thermique, le Cumulative Equivalent Minutes at 43°C (CEM43), a été développé [16]
et reste énormément utilisé, méme dans le cas les profils temporels de température complexes
comportant des variations rapides et irréguliéres.

En paralléle, les voies intracellulaires de signalisation, de régulation et de réparation impli-
quées dans la réponse a 'hyperthermie ont été largement caractérisées [119-121], et des modéles
mathématiques du réseau de réponse au choc thermique (RRCT) orientés par les données ex-
périmentales ont été établis [122-124]. Les modéles dynamiques du RRCT offrent la possibilité
de simuler et prédire I’évolution temporelle des protéines dénaturées, des chaperons HSP, et de
leurs facteurs de transcription HSF1, en réponse a n’importe quel profil temporel de dose ther-
mique singuliére. [’étude quantitative de la dynamique intracellulaire peut donc étre exploitée
pour déduire la réponse de survie cellulaire & des conditions de stress temporellement variables.

Dans cette étude, nous revisitons le concept de dose thermique dans un cadre de dynamique
des réseaux de réponse au stress. Pour ce faire, nous construisons un modeéle mathématique cou-
plant le RRCT a une équation de population probabiliste pour définir les courbes de survie cel-
lulaire en réponse a des profils temporels d’hyperthermie de forme rectangulaire (impulsions) [1]
et avec une précision similaire & celle du CEM43. Néanmoins, le comportement dynamique d’un
modéle de réseau implique une réponse de survie qui peut étre sensible & la forme du profil
temporel du protocole d’hyperthermie puisque le systéme est caractérisé, entre autres, par ses
échelles de temps.

En effet, nos simulations et expériences in vilro montrent que pour une dose thermique
CEM43 donnée, un protocole caractérisé par une élévation rapide de la température suivie par
une baisse lente peut étre jusqu’a deux fois plus létal qu'un autre présentant une élévation lente
suivie par une baisse rapide. Ce phénomeéne contredit formellement les prédictions du CEM/S, et
est désigné sous le nom d’effet d’asymeétrie. Enfin, une fixation de ’activité transcriptionnelle
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de HSF1 dans les simulations montre que la régulation de la production des protéines chaperons
par leur facteur de transcription n’est pas le mécanisme responsable de cet effet.

Pour clarifier notre méthodologie, les étapes de I’étude sont présentées dans la figure (2.1).
La premiére étape consiste & calibrer le modéle mathématique de survie cellulaire en réponse
au stress thermique développé pour reproduire les mesures expérimentales de fraction de survie
de la lignée HelLa. Par la suite, le modéle est utilisé dans la simulation de Veffet d’asymétrie en
réponse a deux protocoles thermiques temporellement symétriques (et donc, portant la méme
dose CEM/3) dans la deuxiéme étape. Enfin, dans la troisiéme étape, nous validons expérimen-
talement D'effet d’asymeétrie preédit.

Ajustement
Données (1) Modele
expérimentales de survie
A cellulaire

Reproduction

(1)
Prédiction (2)
Validation
Données (3) Effet

expérimentales

d'asymétrie

FiGuRE 2.1 — Schéma représentatif des étapes méthodologiques de 1’étude. Les données
expérimentales sont en bleu foncé, la modélisation mathématique en bleu clair et les prédictions
du modéle en orange. Les nombres entre parenthéses désignent 1'ordre des étapes.

2.2 Modéle dynamique de la survie cellulaire en réponse au stress
thermique

Dans cette partie, un modéle de survie cellulaire & l'issue d’un choc thermique est réalisé
en utilisant un modéle du réseau de réponse au stress thermique déja élaboré [122| auquel
une équation de population est ajoutée. Une fois calibré par des données expérimentales, nous
utilisons le modéle résultant de ce couplage pour réaliser des prédictions de l'effet de la forme
temporelle d’un protocole hyperthermique sur la réponse cellulaire de mort ou de survie.

2.2.1 Modéle dynamique du réseau cellulaire de réponse au stress thermique
RRCT

La modélisation du RRCT comporte le facteur de transcription ( Heat Shock Factor 1, HSF'1),
les protéines chaperons (Heat Shock Proteins, HSP), le complexe de séquestration (HSF1 : HSP),
les protéines dénaturées (Misfolded Proteins, M F P), le complexe de renaturation (M FP : HSP)
et le contenu protéique cellulaire (P) [122] (Fig. 2.2). Le taux de dénaturation kg (T) est ap-
proximé dans 'intervalle de température 37 — 45°C par [125] :

ka(T) =kg (1—0,4€¥T) 1,437 (2.1)

ou T représente la température exprimée en °C. Le taux de dénaturation est le seul parameétre
qui dépend directement de la température dans le réseau.
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En outre, ce modéle ne prend pas en compte les réactions de trimérisation et phosphorylation
de HSFI, ainsi que la dynamique de liaison de HSFI a ’ADN, les considérant comme des
réactions rapides. Le procédé de renaturation des protéines dénaturées est décrit par une fonction
de Michaelis-Menten (Annexe F) pour considérer les ressources énergétiques limitées causant une
saturation :

[MFP : HSP]
Kur + [MFP : HSP]

Enfin, le procédé de transcription des chaperons HSP régulée par HSF1 est décrit par une
fonction de Hill (Annexe E) :

RN(HSP : MFP) =k, (2.2)

[HSF1)?

T.(HSF1) = Appgp—tr 2l
( ) 150 ps L THSF1?

(2.3)

ot le parametre (FPy) définit le seuil de régulation et (Agsp) le taux maximal de transcription
régulée des HSP.

(HSF1:HSP) [HSPZMFP]——»*

Séquestration Renaturation

FIGURE 2.2 — Schéma du modéle de réseau de réponse au choc thermique RRCT.
Les protéines thermosensibles (P) se dénaturent sous 'action de I'hyperthermie et deviennent
défectueuses (MFP). HSF1 et HSP se dissocient : les HSP se lient aux MFP pour tenter de les
réparer pendant que les HSF'1 activent la transcription de plus de HSP. Une fois les protéines
dénaturées maitrisées (réparées ou dégradées), les HSP s’associent de nouveau aux HSF1 pour
inhiber leur propre production devenue inutile. Les protéines dénaturées MFP induisent la mort
cellulaire (fleche rouge), les protéines fonctionnelles P contribuent & la survie (fleche verte).

Le RRCT comporte divers procédés de régulation tels que la transcription, la dégradation,
la, multimérisation, la dénaturation et la renaturation qui peuvent étre formulées comme un en-
semble de réactions biochimiques, ce qui améne & un systéme d’équations différentielles ordinaires
couplées de 7 variables et 19 parameétres. Le tableau (2.1) contient les réactions biochimiques
du systéme et les taux correspondants. Les paramétres J,, sont les taux linéaires de dégradation
(u indique 'espéce), les KT sont les constantes cinétiques de I’hétérodimérisation et les p, sont
les taux basaux de transcription, Pr désigne la concentration totale des protéines P (considérée
constante). Le tableau (2.2) présente les 19 paramétres du modeéle et leurs estimations.

Dans ce systéme, I’élévation de la température dénature les protéines avec un taux xq (1), les
HSP disponibles libres ou formant un complexe avec HSF1 vont se lier aux protéines dénaturées
MFP et tenter de les réparer pendant que les HSF'1 libres vont activer la production de plus de
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chaperons HSP pour que la cellule puisse garder le rythme face & l'induction des dommages. Si
le procédé de renaturation des protéines endommagées est un succes, les HSP se dissocient de
ces protéines redevenues fonctionnelles et séquestrent & nouveau HSF1 pour stopper leur propre
transcription. Si au contraire la renaturation échoue, les HSP vont marquer les protéines déna-
turées non réparées pour qu’elles soient dégradées car ces derniéres présentent un risque toxique.
Cependant, étant donné que les protéines réalisent divers procédés cellulaires potentiellement
critiques, la dégradation des protéines non réparées implique que certaines fonctions ne sont plus
assurées, et présente donc une perte pour le bon fonctionnement cellulaire.

TABLE 2.1 — Liste des réactions biochimiques et des taux correspondants

# Réaction biochimique Taux de réaction

R1 o — P pup =dp Pr

R2 ® — HSF1 HHSF1

R3 ® —s mHSP quer)\ng%
R4 mHSP — mHSP+HSP | Bgsp [mHSP]

R5 P — 0 5p [P]

R6 HSF1 — O Spsr1 [HSF1]

R7 mHSP — O Ompsp [mMHSP]

RS HSP — O Sgsp [HSP]

R9 MFP — O Syrp [MFP]
R10| MFP:HSP — @ Syrp.rsp [MFP : HSP]
R11 | HSF1:HSP — O Smsri.psp [HSF1 : HSP]
R12 | MFP + HSP —s MFP :HSP K3 rp.arsp IMFP] [HSP]
R13 | HSF1 + HSP — HSF1 :HSP K} op1.sp [HSF1] [HSP]
Rl4 | HSF1:HSP — HSFl + HSP | Kjgpy.psp [HSF1: HSP]
R15 | MFP:HSP — P 4 HSP ko TP
R16 P — MFP =D [P

La figure (2.3) montre les tracés dynamiques des MFP, HSP et HSF1 en réponse a une
marche de stress de différentes températures, les variables évoluent donc vers leurs valeurs au
point fixe. Quand la température augmente, la concentration des protéines dénaturées augmente
également, et la concentration des HSP libres diminue conséquemment, puisque les chaperons
vont s’associer aux MFP pour les renaturer et la concentration de ses derniéres commence & di-
minuer. Parallélement, la concentration des HSF'I libres augmente en raison de leur dissociation
des HSP, et la concentration des chaperons augmente du fait de 'activation de leur transcrip-
tion par HSF1. L’augmentation de la concentration des chaperons entraine la diminution de la
concentration des protéines dénaturées, puis celle de HSF1 a cause de la rétroaction négative
des HSP. Ce motif cause-effet se répéte jusqu’a 'atteinte du point fixe.
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TABLE 2.2 — Paramétres estimés du RRCT
Parametre Définition Valeur
Pr concentration totale des protéines 4500 (uM)
dp taux de dégradation des protéines 0,069 (h~1)
In(2) /S5 demi-vie de HSF1 19,21 (h)
In(2)/0musp demi-vie de mHSP 7,69 (h)
In(2)/dusp demi-vie de HSP 14,71 (h)
In(2)/0gsr1.asp | demi-vie de HSF1: HSP 17,54 (h)
1n(2) /8y ppsmsp | demi-vie de MFP : HSP 11,02 (h)
In(2)/oprp demi-vie de M F'P 3,694 (h)

WHSF1 taux de transcription basal de HSF'1 8,178E-05 (uM h~1)
KLHSP taux de transcription basal de HSP 6,124E-06 (uM h~1)
AHSP taux maximal de la transcription régu- | 224,2 (uM h~1)
lée de HSP
Py seuil de régulation de la transcription | 0,0144 (uM)
de HSP
Brsp taux de traduction de HSP 3.720 (h71)
K ori.msp affinité d’association de HSP : HSF1 | 60,07 (uM~'h™!)
Kyorinsp taux de dissociation de HSP : HSF1 | 24,80 (h™1)
Ky rp.rsp affinité d’association de MFP : HSP | 274,6 (uM~'h™!)
kq taux de dénaturation des protéines 13,30 (uM h~1)
ky taux maximal de renaturation des pro- | 101,8 (uM h~1)
téines
Ky constante de Michaelis-Menten de re- | 0,9409 (uM)

naturation

© 2019 Tous droits réservés.
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Fi1GURE 2.3 — Evolution temporelle des variables clés du modéle RRCT en réponse a
une marche de stress thermique. Les concentrations sont en (uM) et le temps en heures. Les
températures appliquées vont de 41 & 45°C (voir code couleur). La zone grise représente la fenétre
temporelle dans laquelle le stress thermique est appliqué (profil temporel de type "marche").
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2.2.2 Couplage du modéle RRCT a une équation de population

Un modéle basé sur des équations différentielles et décrivant la survie cellulaire en réponse au
choc thermique est établi en couplant le modéle dynamique du RRCT des cellules HeLa [122] &
une équation de population (Fig. 2.4) :

X ?(?, T) (2.4)

dt

dN = 4N — /{(?)N (2.5)
dt

ou : Y représente un vecteur de concentrations des espéces et T représente la température.
L’équation (2.4) décrit les interactions dynamiques entre les protéines thermosensibles, les pro-
téines chaperons HSP et les facteurs de transcription HSFI. Dans les conditions normales a
37°C, les HSF'1 sont séquestrés par les HSP ; dans les conditions de choc thermique, les HSP se
dissocient des HSF'1 pour s’associer aux protéines dénaturées et tentent de les réparer pendant
que les HSF'1 activent la transcription de plus de HSP. Tous les paramétres du systéme d’équa-
tions résultant ont été fixés (Table. 2.2) [122]. L’équation de population (2.5) décrit I’évolution
temporelle du nombre N des cellules viables, v représente le taux de prolifération et  le taux
de mortalité. Dans les conditions normales, N est considéré comme ayant une augmentation
exponentielle, et la baisse de prolifération due & l'inhibition de contact n’est pas considérée, car
les cellules sont supposées comme ne se trouvant pas & confluence dans les simulations et ne le
seront pas dans les expérimentations de validation des résultats prochainement présentées.

Choc
Thermique

<:~)' > O

F1GURE 2.4 — Schéma du modéle dynamique de survie cellulaire en réponse au stress
thermique. N désigne le nombre de cellules viables. Les protéines dénaturées MFP favorisent
la. mort cellulaire et les protéines fonctionnelles la survie.

2.2.3 Fonction de mort probabiliste pour une colonie cellulaire

Dans I’équation de population (2.5), et en premiére approximation, le taux de mortalité x est
considéré comme dépendant sur deux effets nocifs de I’hyperthermie, premiérement, ’accumu-
lation des protéines dénaturées (M FP) [126], et deuxiémement, la perte des protéines sensibles
au choc thermique (Por — P(t)) [127] :

n(?@)):a(mﬂPKQ+{MFP:H$ﬂ@»+ﬁ3<1—[§E?> (2.6)
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ol « et B, qui représentent des coeflicients de proportionnalité entre le taux de mortalité et les
deux effets précédemment cités, sont les seuls paramétres & estimer dans le modéle de survie
cellulaire en réponse au choc thermique.

De I’équation de population (2.5), il est possible de calculer la probabilité de survie en réponse
a un protocole d’hyperthermie, et ce, comme étant le nombre de cellules viables aprés que la
colonie ait subi un choc thermique, normalisé au nombre de cellules viables dans les conditions
normales de contrdle (sans choc thermique). En intégrant ’équation de population (2.5) dans
les conditions de choc thermique (k # 0) nous obtenons :

N(t) = N(0) exp (w _ /Ot/-e (Rw) du> @2.7)

Dans les conditions normales & 37°C (k est négligeable), le nombre N3; des cellules viables
au temps t croit exponentiellement en fonction du temps :

N7 (t) = N(0) exp(71) (2.8)

Nous obtenons finalement la fonction exponentielle de la probabilité de survie normalisée S(t)

suivante :
S(t) = ;IZ?(Z) — exp (—/0 s (X)) dt) (2.9)

ou [0,%] est l'intervalle de temps de l'expérience. La probabilité de survie ne dépend ni du taux
de prolifération «y, ni du nombre initial des cellules viables N(0), mais seulement du taux de
mortalité x.

2.2.4 Ajustement des parameétres de la fonction de mort

Pour calibrer le modéle de survie cellulaire, les paramétres a et 8 dans ’équation définissant
le taux de mortalité (Eq. 2.6) doivent étre estimés dans le but de reproduire des résultats de
fraction de survie a l'issue d’une exposition au stress thermique observés expérimentalement.
Nous choisissons pour ce faire les données de survie des cellules Hela S8 en réponse a des im-
pulsions de choc thermique de durées et températures différentes de [1].

Les paramétres a et 5 sont ajustés selon une fonction de score du type erreur quadratique
moyenne RMSE, décrivant la différence entre les résultats de simulation et les points expéri-
mentaux. L’existence d’une vallée de combinaisons («, §) reproduisant de maniére "acceptable"
les données expérimentales est constatée; dans cette vallée, la solution optimale suggére que
I'accumulation des protéines dénaturées et la perte des protéines contribuent toutes deux a la
mortalité cellulaire en réponse au choc thermique (Fig. 2.5). La figure (2.6) montre la dynamique
du taux de mortalité x (Eq. 2.6) pour des stress de type "marche" & différentes températures et
avec une combinaison des parametres (o, ) fixée aux valeurs optimales. La figure (2.7) quant a
elle présente la fraction de survie cellulaire (en lignes pleines) en fonction des durées d’exposition
a différentes températures, encore une fois pour une combinaison optimale des paramétres (v, 5).

En ce qui concerne le CEM/8 dans le cadre de I’étude, I'analyse des courbes de survie des
cellules HeLa S3 de [1] permet de fixer les deux valeurs du parameétre R de cet outil & 0,27 en
dessous de 43°C et & 0,44 au-dessus. La probabilité de survie correspond a S = exp(—k CEM43)
(Eq. 1.1), ou k est fixé par régression linéaire sur la survie expérimentale (mémes données) es-
timée & 43°C, qui donne ainsi k = 0,86h~! (Fig. 2.7, lignes en pointillés).
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Figure 2.5 — Calibration du modéle dynamique de survie cellulaire. A- Score de la
fonction d’erreur quadratique moyenne RMSE en fonction des valeurs de « et 3, le point blanc
indique la combinaison optimale. B- Variation du score RMSFE en fonction des valeurs des
paramétres « et § dans la vallée optimale. Le carré orange désigne la combinaison des deux
parameétres offrant le meilleur score (désigné par le point blanc sur la Fig. A).
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FIGURE 2.6 — Evolution temporelle du taux de mortalité . Les paramétres a et 8 ont
éte fixés a leurs valeurs optimales (point blanc sur la Fig. 2.5A) dans ’équation (2.6), le stress

est de type "marche" avec différentes amplitudes allant de 41 & 45°C | la zone grise représente
la fenétre temporelle du stress.

Pour les chocs thermiques de profils temporels rectangulaires (impulsions), le modeéle dyna-
mique de survie des cellules HeLa présente un score de reproductibilité des données expérimen-
tales similaire & celui du CEM/3, qui lui dépend de trois paramétres : k, R et T, (température du
breakpoint), et présente une variation discréte de ses parameétres a une température de transition
proche de 43°C.
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FIGURE 2.7 — Simulation de la survie cellulaire de la lignée HelLa et ajustement des
données expérimentales. Fraction de survie des cellules HelLa en réponse & un stress ther-
mique de profil temporel rectangulaire et de durée et amplitude variables, les points représentent
les mesures expérimentales de [1], les lignes pleines représentent les prédictions du modéle dyna-
mique de la survie, les lignes en pointillés représentent les prédictions du CEM/3, le code couleur
indique la température maximale (amplitude du stress).

2.2.5 Modélisation de l’effet de la forme temporelle du stress sur la survie
cellulaire

Maintenant que le modéle de survie cellulaire en réponse au choc thermique est calibré, il est
possible de réaliser des prédictions concernant la fraction de survie cellulaire & des profils tempo-
rels de stress thermique dynamiquement différents, mais portant la méme dose thermique selon
le CEM43. De ce fait, 'obtention d’un taux de survie homogéne pour les différents profils utilisés
veut dire que le CEM43 reste valide quelle que soit la forme temporelle du choc thermique.

Espace de profils trapézoidaux de stress

La forme d’un profil temporel d’hyperthermie peut étre généralisée & un trapéze, et carac-
térisée par une élévation linéaire de la température en partant de 37°C jusqu’a ’atteinte d’une
température Tiax durant Uintervalle de temps [0,%1], suivie par un plateau a la température
Tmax durant lintervalle [t1,t2], et une baisse linéaire de la température de Tiyax & 37°C durant
I'intervalle [t1, 7]. Pour une gamme de paramétres (¢1, t2, 7) donnée, les indices de saturation et
d’asymeétrie peuvent étre définis, respectivement, par o = @ et n = % (Fig. 2.8).

Tous les profils trapézoidaux peuvent étre générés en variant o et n dans une région triangu-
laire du plan (o —n) (Fig. 2.8). Plus précisément, I'indice de saturation o, d’une part, définit la
fraction du temps ot les cellules sont exposées a la température maximale du protocole Tinax,
par exemple, un profil temporel rectangulaire correspond & o = 1, alors qu’un profil triangulaire
correspond a o = 0. D’autre part, 'indice d’asymétrie n indique le temps (entre ¢; et ¢2) auquel
se trouve le centre du plateau a la température maximale Ty,,x, normalisé par rapport a la durée
totale 7; par exemple, 7 = 0 correspond & une élévation instantanée de la température de 37°C
& Thax suivie par une baisse linéaire, 7 = 1 correspond & une élévation linéaire de 37°C & Thax
suivie par une baisse instantanée, et n = 0,5 correspond & une élévation linéaire suivie par une
baisse linéaire de la température temporellement symétriques.
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FiGURE 2.8 — Espace des profils temporels du stress thermique. Chaque profil temporel
est caractérisé par quatre paramétres : la température maximale au plateau Thax, la durée du

stress 7, l'indice de saturation o et I'indice d’asymétrie 7, avec 0 = @ et n = %

Simulation de la survie cellulaire en fonction du profil de stress thermique appliqué

Une description détaillée de la maniére dont la forme temporelle du protocole d’hyperthermie
influence la réponse de survie cellulaire est obtenue en calculant numériquement la survie cel-
lulaire en réponse a tous les profils temporels trapézoidaux avec la méme dose thermique selon
le CEM43. Chaque profil temporel est défini par le paramétre 7 qui représente la durée totale
de l'exposition a une température supérieure & 37°C et par les deux indices de saturation et
d’asymétrie, o et 7 respectivement, qui sont compris dans I'intervalle [0, 1].

Pour une durée totale d’exposition 7 et une dose CEM48 données, il est possible de voir la
maniére dont la réponse de survie cellulaire dépend des valeurs de (o,n) dans I’espace des profils
temporels trapézoidaux. Pour une gamme fixée de ces paramétres, la température maximale
Tmax peut étre déterminée pour une dose CEM/S donnée. Des simulations numériques pour
7 = 3h et une dose de 180CEM/S8 sont réalisées et montrent que la survie cellulaire dépend
significativement des indices o et 1 et ceci de maniére non-triviale (Fig. 2.9).

En ce qui concerne les profils temporellement symétriques (n = 0,5), le profil temporel le
moins létal est le profil rectangulaire, alors que le profil le plus létal est celui caractérisé par
o = 0,3, en gardant & I'esprit que la température maximale Ty n’est pas la méme. Quant
aux profils temporels asymétriques, la survie cellulaire augmente avec 7. Ce résultat suggére de
maniére générale que les profils avec une élévation lente de la température suivie par une baisse
rapide (7 > 0,5) sont moins létaux que ceux comportant une élévation rapide suivie par une
baisse lente (n < 0,5).

A présent, il reste a quantifier 'influence de la dose thermique selon le CEM/3 et de la durée
totale d’exposition 7 sur cet effet d’asymeétrie de la réponse. L’intérét est particuliérement porté
a deux profils triangulaires : le premier comporte une élévation instantanée de la température

27

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mohamed Tahar Ladjimi, Université de Lille, 2019

1r 8.5
7.5
6.5 ;\3
©0.5 ~
5.5 n
4.5

3.5

0 0.5 1
n

F1aURE 2.9 — Effet d’asymeétrie de la survie cellulaire en fonction de la forme tempo-
relle du stress thermique. Fraction de survie des cellules HeLa en fonction des indices o et
7 qui définissent chaque profil temporel, pour une dose thermique fixée a 180 CEM48 (Tiax est
déterminée en conséquence) et une durée fixée & 7 = 3h.

suivie par une baisse linéaire (o = 0,17 = 0), et le second présente une élévation linéaire suivie
par une baisse instantanée (o = 0,7 = 1). Ainsi, pour chaque combinaison (7, dose CEM/3),
des simulations de la survie cellulaire correspondante a chacun des profils sont réalisées, et les
résultats relatifs aux deux profils sont comparés au moyen d’un ratio défini comme suit :

ps = exp <— /n k) dt) / exp <— /n ) dt> (2.10)

que nous appelons le ratio de survie.

Dans les simulations, pour des doses allant de 10CEM48 a 300CEM43 et des durées d’ex-
position allant de 7 = 0,1h & 7 = 20h, un ratio de survie maximal pg = 1,7 est obtenu et
apparait principalement dans la zone (7, dose CEM43) oul Tiax > 43°C. A contrario, les profils
temporels caractérisés d'une température maximale T . < 43°C présentent un ratio de survie
ps = 1,1 (Fig. 2.10A). Le ratio de survie a également été simulé dans la méme gamme dose-durée
précédente mais avec un taux de transcription active des HSP fixé a sa valeur a 37°C, et ce,

en posant [HSF1| = [HSF1]3; dans I'expression AHSP}J%FSHF}%
0

régulation transcriptionnelle des HSP par HSF1 joue un éventuel role dans 'effet d’asymétrie.
Sur la figure (2.10B), le ratio de survie pg, obtenu dans le cas ou le taux de transcription des
HSP activée par HSF1 est fixé a sa valeur & 37°C, est qualitativement similaire au ratio de
survie du cas normal (Comparer Fig. (2.10A) et Fig. (2.10B)), ce qui suggére que la régulation
transcriptionnelle dans le RRCT ne joue aucun role dans U'effet d’asymétrie.

(Table. 2.1) pour voir si la

La variation de leffet d’asymétrie en fonction des valeurs des paramétres « et § intervenant
dans le taux de mortalité x (Eq. 2.6) est aussi vérifiée. Pour un stress thermique d'une dose de
180CEM43 et d’une durée 7 = 3h, le ratio de survie varie de 1,4 & 1,6 pour des combinaisons
de valeurs de « et 8 se trouvant sur la vallée correspondant aux meilleurs scores d’optimisation
(Fig. 2.11). Cet effet est légérement plus prononcé quand la perte de protéines constitue la partie
dominante de I’équation du taux de mortalité (Eq. 2.6).
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FIGURE 2.10 — Ratio de survie en fonction de la dose et de la durée du stress ther-
mique. A- Variation du ratio de survie ps, défini comme étant le ratio des fractions de survie
cellulaire correspondantes aux profils temporels (0 = 0,7 = 1) et (6 = 0, = 0), en fonction de
la dose thermique CEM/3 et de la durée du stress 7. La ligne pleine blanche représente les Ti,q0
de 43°C. B- Ratio de survie en fonction de la dose thermique CEM/S et de la durée du stress T,
avec fixation du taux de transcription des HSP par HSF1 & sa valeur des conditions normales
a 37°C. La similarité entre les deux figures montre que la régulation transcriptionnelle n’est pas
le mécanisme responsable de l'effet d’asymétrie.

1.60
10| N 1.56

| 1.52
@ | Q
1.48

1 1.44

L e e 1 E1.40
0.001 0.01 0.1

a

Fiqurk 2.11 — L’effet d’asymétrie de la réponse de survie dépend peu des valeurs des
parameétres « et . Prédiction du ratio de survie pg en fonction des combinaisons («, 5) sur la
vallée des meilleurs scores (Fig. 2.5) pour une durée de stress 7 = 3h et une dose de 180 CEM/3.
Le code couleur représente la valeur du ratio de survie. Le carré orange indique la combinaison
(a, B) optimale pour la calibration du modéle.
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2.3 Observation expérimentale de ’effet de la forme temporelle
du stress sur la survie cellulaire

Pour essayer de départager les prédictions du modéle dynamique et celles du CEM43, un test
expérimental est réalisé, et se base sur l'exposition des cellules HelLa & deux chocs thermiques
ayant des profils temporels asymétriques : élévation rapide de la température suivie par une baisse
lente (protocole rapide-lent) et élévation lente de la température suivie par une baisse rapide
(protocole lent-rapide). Si les deux protocoles ont la méme durée totale et atteignent la méme
température maximale, le CEM48 prédit le méme taux de survie pour les deux, mais le modéle
dynamique montre une différence significative dans 'accumulation des protéines dénaturées, et
donc, du taux de survie entre les deux protocoles.

2.3.1 Dispositif expérimental et protocole d’expérimentation

Les cellules HeLa sont placées dans deux compartiments d’un incubateur congu spécialement
pour cette étude (Fig. 2.12), dans un troisiéme compartiment, une thermistance est placée et
permet de mesurer ’évolution temporelle de la température. Les profils temporels de stress ther-
mique ayant une forme triangulaire sont difficiles & réaliser dans les études expérimentales en
raison de l'inertie thermique de 'incubateur. Nous avons donc mesuré le temps de réponse du
dispositif et le décalage entre la température de consigne et la température appliquée causé par
les effets de diffusion thermique et dépendant également de la température de la salle d’expéri-
mentation avant chaque manipulation pour prédire les profils temporels résultant des commandes
de consigne afin d’ajuster ces derniéres pour avoir des doses CEM/3 similaires (Annexe C).

La durée des protocoles thermiques est limitée & 3h pour éviter les effets de thermotolérance
qui apparaissent pour des temps d’exposition plus longs et qui peuvent affecter la précision
des prédictions du CEM43 [128]. Nous obtenons finalement deux profils temporels asymétriques
"rapide-lent" et "lent-rapide" portant des doses de 196 et 200 CEM/3 respectivement (Fig. 2.13).
Une expérience de contréle sans exposition a I’hyperthermie est également réalisée.

FI1GURE 2.12 - Photographie du dispositif expérimental. L’incubateur contient quatre com-
partiments. Une thermistance est placée dans I'un des compartiments, permettant d’obtenir une
mesure en temps réel de I’évolution de la température & 'intérieur de 'incubateur. L’atmosphére
et ’humidité a l'intérieur de 'incubateur sont controélées.
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FIGURE 2.13 — Forme temporelle des deux protocoles thermiques de 1’étude expéri-
mentale. Protocole rapide-lent en noir portant une dose de 196 CEM/S, protocole lent-rapide
en bleu portant une dose de 200CEM/35.

2.3.2 Reésultats de ’étude expérimentale

Les mesures du nombre de cellules en fonction du temps normalisé au nombre de cellules
dans l'expérience de controle montrent que le protocole rapide-lent est significativement plus
létal que le protocole lent-rapide (Fig. 2.14 et 2.15). Dans 'expérience de controle, le nombre
de cellules augmente par prolifération et est multiplié par un facteur 1,55 aprés deux jours. A
méme intervalle de temps, la population cellulaire ayant subi le protocole thermique rapide-lent
(respectivement, lent-rapide) est divisée par un facteur 2,61 (respectivement, 1,46).

Une analyse par régression permet d’obtenir un ajustement de la décroissance exponentielle
en fonction du temps du nombre de cellules viables et pour en extraire typiquement le temps
auquel le nombre initial des cellules est divisé par 2. Cette analyse révéle que la population
cellulaire relative & celle du controle, est divisé par un facteur 2 aprés 39h post-stress pour le
protocole rapide-lent, contre 86h post-stress pour le protocole lent-rapide (Fig. 2.15).

Il est & noter que dans les expériences réalisées, nous effectuons une mesure de I’évolution
temporelle post-stress du nombre de cellules vivantes dans la colonie, et nous quantifions 1’effet
cytotoxique de ’hyperthermie par le temps nécessaire pour atteindre une fraction survivante de
50% (Fig. 2.15). Nous ne pouvons donc pas extraire une mesure similaire a la fraction de survie
et comparer directement avec la prédiction du modeéle. Cependant, les résultats expérimentaux
obtenus prouvent que la forme temporelle du stress thermique peut significativement impacter
la réponse de survie cellulaire méme dans le cas de protocoles thermiques non-fractionnés, ayant
la méme dose CEM43, la méme durée et la méme température maximale.
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FiGURE 2.14 — Résultats du comptage du nombre de cellules aprés les protocoles
thermiques a 0, 24, 48 et 72h. A- Evolution du nombre de cellules du groupe de controle a
37°C (non exposé au stress). B- Evolution du nombre de cellules exposés & un protocole rapide-
lent. C- Evolution du nombre de celles exposés & un protocole lent-rapide. Le noir représente les
cellules viables, Les cellules marquées au PI et/ou a1’ Annexin-V sont non-viables et représentées
par les couleurs rose, bleue et verte (voir code couleur). Le temps Oh correspond au début de
I'expérience, juste avant I’exposition au choc thermique.
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FIGURE 2.15 — Evolution temporelle du nombre de cellules correspondant i chaque
protocole a I'issue de expérimentation. A- Nombre relatif des cellules viables de la colonie
aprés exposition & au stress thermique. B- Temps nécessaire pour la division par un facteur 2
des colonies cellulaires aprés exposition aux deux protocoles thermiques.

2.4 Discussion

Le modéle dynamique de survie cellulaire en réponse aux protocoles d’hyperthermie temporel-
lement variables est construit en combinant un modéle de réseau biologique de régulation et une
équation de population comportant une fonction de mort probabiliste. La capacité prédictive de
ce modéle a été démontrée dans le cas de deux profils dynamiques de choc thermique temporel-
lement asymétriques dont les effets sur la survie cellulaire ont également été expérimentalement
mesurés, cependant, le CEM43 ne prédit pas ces effets. Ceci est important en pratique parce
que le CEM48 est largement utilisé dans I'imagerie médicale pour prévenir les effets secondaires
thermiquement induits (la dose étant limitée & 2CEM43) [129], sachant que les profils temporels
ont des variations rapides dans ces procédés.

Pour un protocole thermique en dose unique, une élévation rapide de la température suivie par
une baisse lente est plus létale qu'une élévation lente suivie par une baisse rapide. La régulation
transcriptionnelle des HSP par HSF1 n’est pas impliquée dans cet effet. Cette variation de la
survie cellulaire en fonction de la forme temporelle du stress thermique différe des effets obtenus
avec des protocoles comportant un prétraitement thermique de forme temporelle rectangulaire [1]
ou une élévation linéaire de la température (rampe) suivie par un plateau [130], qui aménent & une
augmentation considérable du taux de survie, désignés comme étant de la thermotolérance [131].
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Chapitre 3

Modeéle réduit de la survie cellulaire en
réponse au stress thermique

3.1 Introduction

La réduction des modéles de réseaux biologiques peut considérablement améliorer la facilité
d’utilisation et le temps de calcul, mais permet également de repérer clairement les "vrais res-
ponsables" d’un certain phénomeéne biologique. Pour ce faire, il existe plusieurs approches [132].
Comme il a été démontré au chapitre 2, la survie cellulaire résultante d’une exposition au choc
thermique dépend de la forme temporelle du stress pour les températures supérieures a 43°C (li-
gnée HelLa). Dans cette partie, nous nous proposons de réduire le modéle de survie cellulaire en
réponse au stress thermique précédemment développé afin de mettre en évidence les mécanismes
dynamiques biochimiques responsables de Ueffet d’asymétrie de la réponse de survie cellulaire

constaté dans les expériences et les simulations.
Ajustement Réduction

Données (1) Modeéle (4) Modéle
expérimentales de survie —> générique

Y\ cellulaire réduit

Ajustement (5)

Reproduction (5)

Reproduction
(1) |
Prédiction (2)

Prédiction (6)

v

Validation sy::;f'e
Données (3) Effet thermique
expérimentales d'asymétrie +
B inhibition
HSP

Figure 3.1 — Schéma représentatif des étapes méthodologiques de 1’étude avec le
modeéle réduit. Les données expérimentales sont en bleu foncé, la modélisation mathématique
en bleu clair et les prédictions du modéle en orange. Les nombres entre parenthéses désignent
I'ordre des étapes

La figure (3.1) présente un schéma explicatif des étapes méthodologiques de ce chapitre. Ainsi,
& partir du modéle de survie cellulaire, un modéle réduit est dérivé, basé essentiellement sur un

35

lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mohamed Tahar Ladjimi, Université de Lille, 2019

mécanisme de saturation des ressources limitant le processus de renaturation des protéines en-
dommagées. Ce modéle réduit est ensuite calibré avec les mémes données expérimentales de
survie de la lignée cellulaire HeLa en réponse au stress thermique [1] utilisées auparavant. Une
fois le modéle réduit ajusté, il reproduit qualitativement U'effet d’asymétrie observé avec le mo-
déle de survie cellulaire original, confirmant ainsi que le mécanisme de saturation est bien au
centre de cet effet. Par ailleurs, ce modéle réduit est également utilisé pour explorer la possibilité
d’un éventuel effet de synergie entre '’hyperthermie et les molécules d’inhibition des protéines
HSP, en modulant la quantité de ces derniéres. Ce dernier point peut en effet illustrer le potentiel
des protocoles hyperthermiques en combinaison aux protocoles chimiothérapeutiques basés sur
des molécules inhibitrices des chaperons.

Afin d’aller plus loin, vu le caractére générique du modéle réduit, il est enfin utilisé dans la
reproduction des données de survie & l'issue d’une exposition au stress thermique de plusieurs
lignées cellulaires. Les paramétres du modéle vont donc varier en fonction de la lignée étudiée
car la réponse de survie au stress thermique est connue comme étant fortement dépendante
du type cellulaire [133], et ce, malgré le fait que les caractéristiques principales de la réponse
soient hautement conservées entre les différentes lignées et que les courbes de survie résultantes
présentent la méme tendance de décroissance quasi-exponentielle. La possibilité de décrire les
procédés d’endommagement, de réparation et de mort avec un modéle de faible dimensionnalité
est particulierement attirante en considérant le manque de données et de connaissance de la
réponse cellulaire au stress thermique et des mécanismes de mort cellulaire dans n’importe
quelle lignée.

3.2 Réduction du modéle de survie cellulaire en réponse au choc
thermique

Dans le chapitre 2, des simulations ont montré que la perturbation de la régulation transcrip-
tionnelle de HSP par HSF1 n’affecte pas l'effet d’asymeétrie entre les deux protocoles rapide-lent
(0 =0,7=0) et lent-rapide (0 = 0,7 = 1) (comparer Fig. (2.10A) et (2.10B)). En effet, le taux
de transcription des HSP activée par HSF1 a été fixé a sa valeur des conditions normales & 37°C
dans ces simulations, et en appliquant un stress thermique avec les deux profils (ayant des doses
allant de 10 & 300C' EM43 sur des durées allant de 0,1 & 20h), un ratio de survie cellulaire simi-
laire & celui des conditions non perturbées, ol ce taux de transcription n’est pas fixé, est obtenu.
En outre, il est fort probable que la régulation transcriptionnelle ne soit pas le seul mécanisme
dans le réseau RRCT n’altérant pas 'effet d’asymétrie. Il est donc possible de réduire le modéle
du réseau de réponse au stress thermique (Annexe A) en éliminant les mécanismes qu’il inclut,
un par un, tout en gardant cet effet, pour idéalement isoler le facteur clé du réseau qui en est a
Porigine. Ainsi, une réduction du modeéle de survie cellulaire (couplant le modeéle RRCT a une
équation de population) est réalisée en supposant que :

1. Toutes les protéines du RRCT, a l'exception des protéines dénaturées (MFP), ont des
taux de dégradation similaires : dp = dgsr1 = dpgsp = dgsr1.HSP = OMFP.HSP = 0.

2. Les concentrations totales des protéines HSF1 et HSP sont constantes (En fait, la concen-
tration de HSF1 ne varie pas significativement sous hyperthermie [122]), et la régulation
transcriptionnelle des HSP par HSFI n’impacte pas de maniére significative la survie
cellulaire : Aggp = 0.

3. La variation de la concentration totale des protéines natives en raison de la dénaturation

induite par le choc thermique est négligeable [122] : % ~ 0.

4. Le taux de renaturation des protéines dénaturées est dans un régime linéaire, par exemple,
pour K > [MFP : HSP] (Table. 2.1).

36

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mohamed Tahar Ladjimi, Université de Lille, 2019

Conséquemment, le systéme dynamique de I'annexe A peut s’écrire sous la forme :

d
SMFP] = 64(T) = Kiippozsp HSPIMFP] = 8y pp[MFP) (3.1a)
%[MFP L HSP| = K pp.yyaplHSP|[MFP] - krwm;{;fsﬂ _§[MFP:HSP] (3.1b)
d _
SHSFU = st — KrginsplHSFUHSP] + Kjpgpn.gspl HSF1 s HSP)
_ §[HSFI] (3.1¢)
d _
SAHSF1: HSP) = Ky pysplHSFUIHSP) = Kjpgpy splHSF1 s HSP)
_ §|HSF1:HSP] (3.1d)
d _
S [HSP] =knsp — Kfrsp1mspHSFU[HSP) + KygpyysplHSF1: HSP)
MFP:HSP
— Ki1rp.psp [HSP|[MFP] + k[KM] —0[HSP] (3.1e)

ou kpsp est le taux constant de synthése des HSP.

Par la suite, le nombre d’équations différentielles du systéme précédent peut étre réduit en
supposant une conservation du nombre total de copies de HSF1, de HSP et des MFP, noté par
[HSF1)r, [HSP]r, et [MF P]r respectivement :

[HSF1|p = [HSF1]+ [HSP : HSF1] (3.2a)
[MFP)p =[MFP|+ [HSP : MFP] (3.2b)
[HSP|p = [HSP|+ [HSP: MFP]+ [HSP : HSF1] (3.2c)
En utilisant le systéme (3.1), nous obtenons :

%[MFP]T = %[MFP] + %[HSP : MFP]=kq(T) — (kq(T*)+9) [MFP: HSP]
_5]V[FP [MFP] (33&)
%[HSFHT = %[HSFI] + %[HSP : HSF1] = ugsp1 — 0 [HSF1|p (3.3b)
%[HSP]T = %[HSP] + %[HSP : MFP|+ %[HSP : HSF1) = plygp — 6 [HSP|r (3.3¢)
Ou un parameétre relatif a la température T™ est introduit dans le systéme (3.3) pour plus de

clarté, défini par kq(T*) = [lgjw, et impliquant que kg(7™) > 0 en raison du paramétrage du

modele RRCT [122]. Dans le méme systéme, [HSF1]7 et [HSP]r convergent vers une valeur
constante qui peut étre prise en tant que parameétre.

La derniére étape est de formuler [MFP : HSP] et [MFP] en fonction de [HSF1]r, [HSP]r,
et [MFP]p dans le but d’obtenir un systéme fermé. Ceci peut étre fait par une élimination
adiabatique de 'association et dissociation des diméres. Considérons deux protéines (A4) et (B),
Iéquation d’équilibre de la réaction de formation réversible du complexe (A + B<>A : B) est
[A: B] ko = [A] [B] o kg est une concentration d’équilibre. En posant a = [A] +[A: Bl et b=
[B]+[A : B] qui représentent donc les concentrations totales des protéines A et B respectivement,
la résolution de 1’équation [A : B]? — (a + b+ ko)[A : B] + ab = 0 résultante donne :

a+b+ ko 4ab
:Bl=——"1+~—— = - 7 4
[A: B] 5 \/1 (@t bt ho)? 1] (3.4a)
a+b+ kg dab
A:Bl=——F— |/l -7 -1 4
| ] 2 \/ (a+ b+ ko)2 ] (3.4b)
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Il est & noter que la solution donnée par l'équation (3.4b) n’est pas pertinente d’un point de
vue biologique car elle implique que [A : B] > maxz(a,b) pour toute combinaison (a,b) (la
fonction max retourne la variable de valeur supérieure). En ce qui concerne ’équation (3.4a),
si approximation stipulant que @ > b (ou b > a) impliquant que 4ab < (a + b + kg)? est
considérée, un développement limité du premier ordre du terme sous racine donne :

a+b+ ko 2ab ab
A:B]~— 1- 1= 3.5
[ ] 2 (a+ b+ ko)? (a+b+ ko) (3:5)

Si maintenant les concentrations totales a et b dominent la concentration d’équilibre ko (a+b >
ko), les concentrations a 1’équilibre peuvent étre approximées par les fonctions sans parameétre

suivantes :
ab
A:B|~ )
42 8]~ (3.6a)
a2
Al ~ 3.6b
)= (3.6b)
b2
Bl ~ 3.6
B~ (3.60)

La figure (3.2) montre que cette approximation reste valide dans la partie de ’espace (a,b) ou
a+0b > ko. En effet, le ratio des concentrations [A : B] données respectivement par les équations
(3.4a) et (3.6a) reste trés proche de 1, sauf dans une région trés étroite pour laquelle a ~ b
(et atteint une valeur maximale de 2 quand a = b). Pour la plupart des stress thermiques étu-
diés, les chaperons HSP et les protéines dénaturées M F P ont des concentrations suffisamment
différentes pour justifier cette approximation.

[A:Blgq 3 4a
M [A:Blg, 3 6a

1000

0.001

0.1

10 [A:Blgq 364

FIGURE 3.2 — Vérification de la validité de Papproximation réalisée dans la réduction
du modéle de survie cellulaire en réponse au stress thermique. Les surfaces en 3D
représentent la variation de la concentration du complexe [A : B] en fonction des concentrations
totales a et b suivant les équations (3.4) et (3.6). Le graphique sur la base illustre la variation
du ratio des deux équations précédentes en fonction de a et de b (voir code couleur). kg est fixé
al.
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Afin de réduire le modéle RRCT, 'association et dissociation des hétérodiméres sont considé-
rées comme suivant une relation d’équilibre pour des concentrations données de MFP, HSP et
HSF1, dans une réaction en chaine telle que : les HSP s’associent aux MFP, puis les HSF1 s’as-
socient aux HSP libres. Une fois appliquée & la réaction dominante de formation d’hétérodimeéres
HSP+ MFP — MFP : HSP, I’élimination adiabatique donne :

MFPR

MEP) = e ply + [HS Pl (8.72)
[MFP:HSP)] = [ ][\%T 1;]; iTJr“[LI; ; ]];]FT (3.7D)
sp| = 5P (3.7¢)

[MFP)p + [HSP)p

Décrivant respectivement la concentration des protéines dénaturées libres (MFP), des hétérodi-
meres (M FP : HSP), et des (HSP) libres avant I’association avec les (HSF1).

Sous ces approximations, le modéle de survie cellulaire couplant le modéle RRCT et I'équation
de population (Eq. 2.4 - 2.5) est finalement réduit & un systéme de deux équations différentielles
qui décrivent respectivement ’évolution temporelle de la quantité de protéines dénaturées (P*)
et le nombre de cellules viables (N) :

1P+ P*(t) P*(t)
TP 1 f( ()) ()P*(t)-l-l I )P*(t)-i—l (38)
denaturation degradation renaturation
dN
= NP (N 39

ou TP = 1/5MFP-

Dans ce modéle réduit, P* représente la concentration des protéines dénaturées normalisée
par rapport a la concentration des protéines chaperons P* = [MFP|p/[HSP]r, et est donc une
grandeur adimensionnelle : P* > 1 veut dire que le nombre de protéines dénaturées excéde celui
des protéines chaperons de maniére a ce que la renaturation sature a f(7™), et les protéines
dénaturées sont lentement dégradées plutdt que rapidement renaturées.

L’équation (3.8) décrit la dynamique de la concentration des protéines dénaturées (P*) en
considérant trois procédés :

1. La dénaturation, qui transforme les protéines thermosensibles en protéines dénaturées
dysfonctionnelles avec un taux dépendant de la température.

2. La dégradation, qui détruit toutes les protéines dénaturées qui n’ont pas été réparées.
3. La renaturation, qui répare les protéines dénaturées et qui est limitée par la quantité
de chaperons.

Dans I'équation (3.8), f(T'(t)) = kq 1,47 =37 est le taux de dénaturation des protéines simplifié

et dépendant de la température, P* %(Ql est le taux de dégradation des protéines dénaturées,

et f(T*) porg est le taux de renaturation qui est limité par la valeur maximale f(7*) en raison
de la quantité limitée des protéines chaperons.

3.2.1 Reproduction des résultats du modéle de survie cellulaire en réponse
au choc thermique avec le modéle réduit

A présent que le modéle réduit est formulé, ses paramétres doivent étre ajustés pour repro-
duire les mémes données de survie des cellules HeLa [1] précédemment utilisées pour calibrer
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le modéle de survie cellulaire en réponse au choc thermique. Le modéle réduit donne des résul-
tats similaires & ceux du premier modéle en matiére de qualité de I'ajustement des données. Le
meilleur ajustement est obtenu pour la gamme de parameétres suivante : 7, = 0, 183h, kg = 4, 47,
T* =43,07°C , et a = 0,15h~! (Fig. 3.3A). Il reproduit qualitativement et quantitativement les
résultats du modéle original de 'effet d’asymétrie de la survie cellulaire dans I'espace des profils
temporels trapézoidaux et du ratio de survie des protocoles rapide-lent et lent-rapide (Comparer
les Fig. 2.9 et 2.10A avec 3.3B et 3.3C respectivement).

A B e C

I T

3¢ 100 1r -
‘5 10 200
S m 100
9 1 <
E . ©0.5 = 50
= o1 S
g 0.01 20
(3 1 1 | ] 0 10

0 1 2 3 4 5 0 0.5 1 0.1 1 10

T (h) 7 7 (h)

Figure 3.3 — Le modéle réduit reproduit les résultats du modéle dynamique de
survie cellulaire. A - Estimation des parameétres du modéle réduit par ajustement des données
de survie cellulaire en réponse aux chocs thermiques de profils rectangulaires de [1] (en points),
les lignes noires représentent les prédictions du modeéle. B et C sont similaires aux figures (2.9)
et (2.10A) a l'exception que les prédictions sont faites avec le modele réduit.

Le fait qu’il est possible de reproduire ces effets avec un modéle réduit comportant unique-
ment la production, la dégradation et la renaturation des protéines dénaturées démontre que
Ieffet d’asymeétrie de la survie cellulaire est intiment lié aux ressources limitées des procédés de
renaturation assurés par les protéines chaperons, les mettant ainsi au centre de la réponse et du
destin cellulaire résultants d’une exposition au choc thermique.

3.3 L’inhibition des chaperons augmente la sensibilité au choc
thermique

Le modele réduit souligne le fait que les ressources de réparation limitées sont 'ingrédient clé
décrivant la survie cellulaire suite & une exposition au choc thermique. Il est donc trés tentant
de moduler, et plus précisément, d’inhiber, ces ressources de réparation, qui sont les protéines
chaperons HSP, dans le but d’augmenter I'effet 1étal du protocole d’hyperthermie par exemple.
Expérimentalement, cette inhibition peut étre réalisée par 'utilisation d’une molécule inhibant
les protéines chaperons, et plus particuliérement les HSP70 qui sont les principales protéines
impliquées dans le processus de renaturation des protéines dénaturées [134|. L’inhibition des
protéines HSP70 a déja été suggérée comme stratégie anti-cancéreuse [52,53], et plusieurs inhi-
biteurs ont été identifiés [135-137]. Une étude a aussi démontré que 'inhibition des HSP peut
sensibiliser les cellules de mélanome au stress thermique [138].

Dans le modéle réduit, une modulation des protéines chaperons est possible au moyen de
I'introduction d'un facteur r (r = 1 étant le cas de contrdle sans aucune modulation) dans
Péquation (3.8) :

dp* P*(t)

. oy D)
o =) =P P AR =y ry g

TP (3.10)
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Alors que l'équation (3.9) reste inchangée.

Pour étudier les effets de synergie entre un protocole d’hyperthermie et une molécule inhibant
les HSP, des simulations de l'effet d'une modulation transitoire des HSP appliquée pour une du-
rée de 10h en paralléle au choc thermique sont réalisées. Le procédé de modulation consiste a
fixer le parameétre r durant les premiéres 10 heures & une valeur constante inférieure a 1, corres-
pondant & une diminution des HSP. Une fois les 10 heures passées, le paramétre r revient & sa
valeur de contrdle (r = 1). Le changement du paramétre r dans les simulations est instantané
et non pas graduel.

Il est & noter que les mémes résultats et conclusions peuvent étre obtenus pour n’importe
quelle durée d’inhibition des HSP & condition qu’elle soit supérieure a la durée du protocole
hyperthermique 7. Nous considérons également que le protocole hyperthermique et la modulation
transitoire des HSP sont appliqués au méme moment, et ce, pour éviter I'ajout d’un autre
paramétre décrivant le décalage temporel entre les deux. Enfin, des simulations sont réalisées
pour définir un groupe de contrdle qui n’est soumis ni & la modulation des HSP ni au choc
thermique pour décrire une fraction de survie cellulaire.

A

HSP Inhibition g g
— HSP#1.0 5 5
® s
— HSP#0.75
E E
— HSP+0.5 g g
-~ HSP#0.25 2 , 2
o 1 o 1

L1 1 L1111
01 2 3 4 5 01 2 3 4 5
7 (h) T (h)
FiguRE 3.4 — L’inhibition des HSP augmente la sensibilité cellulaire au stress ther-
mique. La survie cellulaire est simulée par le modéle réduit en réponse & une impulsion de stress
thermique en combinaison avec une inhibition transitoire des chaperons d’une durée de 10h, et
d’intensités variables : controle r = 1, r = 0,75, r = 0,5 et » = 0,25. A- La fraction de survie

est calculée pour Tpq, = 41°C & plusieurs durées 7. B- Similairement a (A), avec Tyq, = 42°C.

Dans un premier temps, un stress thermique sous forme d’impulsion (profil temporel rectan-
gulaire) est appliqué. Des simulations de la fraction de survie cellulaire correspondant a plusieurs
durées 7 et amplitudes Tyq, du stress thermique, et quatre valeurs (1; 0,75; 0,5; 0,25) du pa-
ramétre de modulation r des HSP sont réalisées (Fig. 3.4). Si (7 = 0), la fraction de survie
cellulaire obtenue correspond & la réponse au traitement d’inhibition des chaperons seulement.
Dans ce cas, aucune diminution significative de la survie cellulaire n’est constatée : méme pour
une forte inhibition (r = 0,25), une durée de 10h donne une fraction de survie de 80%. Ce-
pendant, pour un protocole d’hyperthermie donné (7 > 0), le modeéle prédit une décroissance
significative de la fraction de survie cellulaire avec la diminution des chaperons (augmentation
de l'inhibition). Par exemple, 2h & 41°C donne une fraction de survie de 92% pour (r = 1) mais
seulement 41% si (r = 0,25), c’est a dire, quand la quantité de chaperons est divisée par un
facteur 4.

L’impact de I'inhibition temporaire des HSP sur la fraction de survie cellulaire en réponse au
choc thermique montre un effet de seuil vis-a-vis du niveau d’inhibition. Pour caractériser cet
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effet, des simulations avec une durée d’exposition au choc thermique 7 et une amplitude 17,4z
de l'impulsion fixées, et un niveau d’inhibition des HSP variable allant de (r = 1) a (r = 0)
sont effectuées (Fig. 3.5). La fraction de survie résultante varie de maniére non-linéaire avec le
paramétre de modulation r, et elle diminue significativement quand r < 0,5, donc pour une
inhibition des HSP & hauteur de 50%.

100

Survival fraction (%)

FIGURE 3.5 — Le modéle réduit prédit un effet de seuil de I’inhibition des chaperons.
La fraction de survie cellulaire est calculée en fonction de I'intensité de I'inhibition des HSP pour
plusieurs températures. La durée du protocole hyperthermique est fixée & 7 = 2h. Les courbes
correspondent aux différentes T4, (37, 41 et 42°C).

Enfin, 'impact de la modulation transitoire des HSP sur l'effet d’asymétrie entre les deux
profils triangulaires précédemment étudiés (o0 = 0,7 = 0) et (0 = 0, = 1) reste & définir. Pour ce
faire, le ratio de survie (pg) avec inhibition des HSP pour une durée de 10h est calculé. La figure
(3.6) montre les résultats des simulations : sans modulation des HSP (r = 1), l'effet d’asymeétrie
survient principalement quand T4, > 43°C (Fig. 3.3C), alors que dans le cas d’une inhibition
transitoire des chaperons, l'effet d’asymeétrie apparait quand Ti,q; < 43°C. Plus Uinhibition est
forte, moins élevée est la température T4, requise pour atteindre 'effet d’asymétrie. A titre
d’exemple, pour une durée de protocole hyperthermique de 2h et une dose de 20C EM43 (ce
qui donne Ty,q, = 43°C), le ratio de survie est égal a 1 pour le cas de controle (r = 1), 1,06
pour r = 0,5, et 1,09 pour r = 0,25. Pour T},4, > 43°C, I'inhibition transitoire des chaperons a
tendance & diminuer le ratio de survie.
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FIGURE 3.6 — Effet d’asymétrie avec inhibition des HSP. Le ratio de survie pg (défini
comme étant le ratio des fractions de survie cellulaire correspondantes aux deux profils triangu-
laires [0 = 0,7 = 0] et [0 = 0, = 1]) est calculé pour des stress thermiques de doses et durées
T variables, et sous une inhibition temporaire des chaperons d’une durée de 10h. A- r = 0,5, la
quantité de chaperons est divisée par un facteur 2. B- r = 0,25, la quantité de chaperons est
divisée par un facteur 4.

3.4 Ajustement des courbes de survie de différentes lignées cel-
lulaires

Une continuation idéale pour cette étude est d’utiliser ce modeéle réduit basé sur un meéca-
nisme générique de réponse au choc thermique pour reproduire les données de survie cellulaire
de différentes lignées. Le fait que les parameétres de ce modéle aient une signification biologique
plus ou moins claire, peut aider par la suite & mieux comprendre la cause de la différence dans
la réponse entre les diverses lignées cellulaires. En effet, certaines lignées sont plus résistantes ou
plus sensibles au choc thermique que d’autres, et I’ajustement des parameétres du modéle réduit
pour chacune d’elle, permet éventuellement d’explorer les différentes possibilités provoquant ces
natures en fonction des jeux de parameétres.

Pour ce faire, des données de fraction de survie de plusieurs lignées cellulaires en réponse au
stress thermique, toutes techniques confondues, ont été réunies de la littérature. Les données de
survie ayant des échelles semi-logarithmiques sont plus fiables en comparaison aux échelles li-
néaires en terme de précision de ’extraction quand les mesures expérimentales sont trés proches,
notamment dans le cas des fractions de survie trés basses. Par ailleurs, dans certains cas et pour
une méme lignée, les températures sont tellement élevées et proches que le chevauchement des
points de mesures rend l’extraction impossible, et cette partie des données a donc été exclue
pour ne pas fausser 'ajustement. En outre, toutes les données collectées concernent des stress
thermiques dont le profil temporel est considéré comme étant de forme rectangulaire. Chaque
point de mesure se repére ainsi par trois coordonnées incluant la température maximale du stress
thermique, sa durée, et la fraction de survie cellulaire résultante. De plus, chaque jeu de données
résulte d’un protocole impliquant un stress de température et durée données, et d’une durée de
"récupération" & température normale qui s’en suit; cette derniére doit étre prise en compte
dans les simulations.
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Les lignées cellulaires (humaines) considérées dans cette partie de I’étude sont : HeLa (nou-
veau jeu de données) [139], HTB66 (mélanome malin humain) [140], PC3 (cancer de la prostate)
et RWPEI (cellules saines de la prostate) [141], MCF7 (cancer du sein) [142]|. Comme pour la
figure (3.3A), les paramétres du modéle réduit sont ajustés pour essayer de reproduire au mieux
les données expérimentales de survie des lignées cellulaires citées. Le procédé inclut un simple
balayage de valeurs couplé a une fonction de score de type RMSE. La figure (3.7) présente les
résultats de cette opération et le tableau (3.1) contient les jeux de parameétres avec lesquels les
meilleures reproductions des données des différentes lignées sont obtenues.

100}._° , ) ) 'HeL'a-

41°C
41.5°C

10}

43°C 100

100 10}

52°C

|

10} . . . . .
0 01 0.2 03 04 0.5
P ——
| N+ . RWPE1
. 44°C
0 . 46°C
—
. $ N q 54°C
[ [}
10}
40°C .
MCF7|ja2°c

o 1 2 3 4 5
FiGURE 3.7 — Reproduction par le modéle réduit des données de survie en réponse
au stress thermique de plusieurs lignées cellulaires. Pour toutes les lignées, ['axe des
abscisses représente la durée du stress, celui des ordonnées la fraction de survie. Les températures
maximales du stress thermique appliqué sont représentées par le code couleur disposé & droite

de chaque panneau. Les paramétres correspondant & chaque ajustement sont regroupés dans le
tableau (3.1).
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TABLE 3.1 — Jeux de parameétres de ’ajustement des données de survie des différentes
lignées cellulaires

Lignée | 7p (h) T (°C) kq a (b1
HelLa 0,183 41,2 10 0,1
HTB66 | 0,183 42,51 6,2 0,126
PC3 0,183 40 3,0 0,11
RWPE!I | 0,183 39,1 2,1 0,1
MCF7 | 10 51,6 8,8 0,115

Bien que la qualité de 'ajustement est acceptable pour les cinqg lignées précédentes, ces ré-
sultats sont uniquement préliminaires. En effet, 'amélioration de la qualité de reproduction des
données de ces lignées et de bien d’autres est envisagée au moyen des algorithmes de Levenberg-
Marquardt et de Monte Carlo par chaines de Markov. Pour rappel, le but est de voir 8’il est
possible de reproduire les données de survie avec ce modéle uniquement basé sur un mécanisme
de saturation des espéces réparatrices mais également de chercher une éventuelle corrélation
entre les parameétres optimaux et la nature thermosensible ou thermorésistante des lignées cel-
lulaires correspondantes.

Cette différence de sensibilité peut par exemple étre quantifiée par le parametre « qui lie la
fraction de survie & la concentration des dommages dans le modéle, et une valeur plus élevée de
ce parameétre témoigne d’une sensibilité accrue au stress thermique. D’un autre coté, les trois
autres paramétres restants kg, 7p et T™ représentant respectivement une constante modulant
le taux de dénaturation/renaturation, I’échelle de temps de la dynamique des dommages, et la
température de saturation des ressources de réparation, peuvent étre, d’une maniére ou d’une
autre, liés a la quantité totale de chaperons disponibles, vu que cette derniére est constante
par normalisation dans le modéle. Il est donc peut étre possible de fixer quelques uns de ces
paramétres pour toutes les lignées cellulaires, et de compenser en faisant varier la concentration
totale des espéces réparatrices.

3.5 Discussion

Nous avons réduit le modeéle de survie cellulaire présenté au chapitre 2 pour en obtenir un
nouveau d’une dimensionnalité moindre, qui est donc plus simple et suffisamment générique
pour remplacer le CEM/8 dans la dosimétrie des profils temporels variables dans les protocoles
d’hyperthermie. Contrairement au modeéle CEM43, les paramétres de ce modéle réduit ont un
sens biologique bien défini, lié aux taux de production, de renaturation et de dégradation des
protéines dénaturées, qui peuvent tous étre mesurés expérimentalement. Ce modéle dynamique
de faible dimensionnalité est pour cette raison un atout pour combler I’écart entre les modéles
descriptifs simples et ceux plus détaillés et plus compliqués & utiliser. Il présente un énorme
potentiel dans I’élaboration des protocoles et la compréhension des phénoménes biologiques.

Comme il a été montré dans le chapitre précédent, les modeles de réseaux dynamiques sont
trés utiles dans I’étude de la réponse d’un systéme & des stress de profils temporellement va-
riables. Mais plus généralement dans la description plus précise des effets de seuil. Les données
expérimentales révelent une transition abrupte dans la réponse de survie (aux environs de 43°C
pour les cellules HeLa) dans plusieurs lignées cellulaires [143-145]. Le modéle dynamique réduit
rend compte de cette transition via un mécanisme de saturation dans les procédés de renatura-
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tion assurés par les chaperons au-dela d’un seuil de température.

Ainsi, une élévation rapide de la température dépassant le seuil sature rapidement le systéme
de renaturation, et ce, pour une certaine durée, méme si la température repasse en-dessous de
la température du seuil, cet effet est désigné comme étant le step-down heating [146-148]. Pour
un protocole thermique dont la température reste en-dessous du seuil, la forme temporelle du
protocole n’a pas d’effet significatif sur la survie, et le CEM43 reste valide dans ce cas.

Par la suite, le modéle réduit a permis ’étude de la potentielle synergie entre les protocoles
d’hyperthermie et les molécules thérapeutiques qui ciblent les chaperons moléculaires et qui in-
hibent de ce fait les procédés de renaturation. Bien que I'idée stipulant que 'inhibition des HSP
réduise la survie cellulaire en réponse a I’hyperthermie soit assez simple, des résultats prélimi-
naires révelent que la synergie entre les deux traitements n’est pas aussi triviale, montrant un
effet de seuil en fonction du niveau d’inhibition des chaperons, et un effet d’asymétrie pour des
températures plus basses que pour le cas de controéle sans inhibition des chaperons. En modulant
la température du seuil de saturation, il est donc possible de modifier la létalité du protocole
thermique.

Enfin, le modéle a été utilisé dans la reproduction des données de survie cellulaire résul-
tantes d’un traitement de stress thermique de plusieurs lignées. Bien que l'ajustement de ces
données s’est uniquement réalisé par un simple balayage des valeurs des parameétres, sa qualité
est plutot acceptable. Nous planifions d’aller plus loin dans ce sens en utilisant des algorithmes
d’optimisation plus sophistiqués dans la perspective de trouver une éventuelle corrélation entre
les parameétres (qui, rappelons le, ont une définition biologique claire) et la nature résistante ou
sensible au choc thermique des lignées cellulaires étudiées.

46

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mohamed Tahar Ladjimi, Université de Lille, 2019

Chapitre 4

Modélisation de la mort cellulaire par
apoptose

4.1 Introduction

Parmi les quelques dizaines de milliers de milliards de cellules qui constituent nos organes,
quelques centaines de milliards meurent chaque jour, et d’autres sont créées pour les remplacer.
Ce procédé nécessite un certain équilibre entre la mitose (division cellulaire) et ’apoptose (sui-
cide cellulaire) [149], un excés de mitose peut conduire & la formation de tumeurs, et un excés
d’apoptose peut entrainer la dégénérescence tissulaire. Contrairement & la nécrose, 'apoptose
est un type de mort cellulaire dit programmeé [65,150,151] en raison de son extréme organisation,
elle est essentielle pour I’élimination du superflu cellulaire et des cellules potentiellement dange-
reuses pour leur voisinage. Elle présente I’avantage d’un évitement de réponse inflammatoire vu
qu’a l'issue du processus, le contenu cellulaire n’est pas déversé dans le milieu extracellulaire.

Il existe deux voies de I’apoptose cellulaire : la voie intrinséque et la voie extrinséque [80],
deux chemins différents qui ménent & la méme destination, & savoir 'activation des Caspases-
3, qui par une cascade de réactions, conduit & la mort cellulaire et & la décomposition de la
cellule en corps apoptotiques. Le réseau de l'apoptose a été trés largement étudié, et pré-
sente encore A ce jour un immense intérét en raison de son implication et de ses avantages
(lévitement de l'inflammation par la préservation de la membrane) dans les problématiques
thérapeutiques [59-61, 152-154]. Les réseaux de signalisation de l’apoptose ont également été
abondamment modélisés [68,79,155-158]. Dans ces modéles, le mécanisme de bistabilité irré-
versible [111] qui présente deux états stables pour le systéme revient souvent. Ce mécanisme
permet le passage du systéme d’un état & 'autre une fois un seuil de signal dépassé (seuil qui
peut présenter une quantité de dommages subis par la cellule suite & une exposition au stress
par exemple), et le caractére irréversible assure ’accomplissement de I’auto-destruction cellulaire
une fois la décision de mort prise, autrement, une décision réversible peut avoir un impact néfaste.

Dans les chapitres précédents, la réponse de survie cellulaire d’une colonie & l’issue d’une
exposition au stress thermique a été modélisée, pour ce faire, le modele RRCT a été couplé a
une équation de population comportant une fonction de mort probabiliste. Dans cette partie,
I'intérét est plutot orienté vers la réponse au stress d’une cellule unique, qui a une issue binaire
de mort ou de survie, et un modéle minimal de ’apoptose intrinséque est construit en s’inspirant
du modele de Legewie [79]. Ce modéle se base sur un comportement bistable irréversible dont les
deux états stables correspondent & la survie et & la mort, définis respectivement par des fractions
de Caspase-3 basse et élevée. 1l sera couplé au modéle RRCT dans la suite de nos travaux pour
étudier la réponse d’une cellule unique en remplacant I’équation de population et la fonction de
mort probabiliste.
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4.2 Modélisation de ’apoptose intrinséque

En modélisation des réseaux de signalisation biologiques, la premiére étape consiste dans la
compréhension et la caractérisation avec le plus de précision possible du systéme étudié, il faut
donc identifier les espéces clés et les mécanismes de leurs interactions, sans quoi, il est difficile
de reproduire les observations expérimentales. e modéle de ’apoptose intrinséque doit rester le
plus simple possible, quelques approximations seront donc faites par la suite et permettront de
réduire sa dimensionnalité sans pour autant altérer la réponse qui en sortirait. L’étude est ainsi
entameée avec 'exploration de la voie intrinséque de ’apoptose cellulaire pour cerner les espéces
impliquées et la nature de leurs interactions, notamment, les activations, les inhibitions et les
rétroactions. Une fois que le réseau est modélisé, ses paramétres doivent étre fixés par estimation
ou optimisation en considérant les contraintes du phénomene biologique qu’il doit décrire. Le but
est de construire un modéle minimal de la mort cellulaire programmeée pour remplacer I’équation
de population et la fonction de mort probabiliste utilisées dans le chapitre 2, afin de décrire la
réponse au choc thermique d’une cellule unique.

4.2.1 Identification des espéces clés du réseau apoptotique intrinséque et
construction du modéle

Les deux voies de 'apoptose (intrinséque et extrinséque) suivent deux protocoles différents,
mais ciblent le méme résultat, qui est I'activation des caspases effectrices. Le but n’est pas de
modéliser le réseau apoptotique en détail, mais d’essayer de le simplifier tout en gardant les
caractéristiques principales de la réponse [68], & savoir :

1. Une insensibilité vis-a-vis des stress faibles : la voie apoptotique doit s’enclencher unique-
ment quand un certain seuil de dommages est atteint.

o

Une irréversibilité de la décision de mort : une fois les caspases effectrices activées et
suffisamment accumulées, le programme d’auto-destruction doit étre mené a terme.

w

Le modéle doit présenter un certain délai entre 'exposition au signal (stress) et la réponse
de mort, ce délai doit étre d’autant plus court que le stress est élevé.
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F1GURE 4.1 — Courbes signal-réponse présentant différentes caractéristiques. A- Ultra-
sensibilité de la réponse en fonction d’un seuil de signal (monostabilité). B- Bistabilité réversible,
quand le signal augmente et dépasse un seuil donné, le systéme bascule vers un autre état
stable; si le signal diminue, le systéme reste dans cet état stable jusqu’a ce que le signal soit
trop faible pour le maintenir dedans, et il revient dans ce cas vers le premier état. C- Avec
certaines conditions, la bistabilité peut devenir irréversible dans l'intervalle de signal étudié (et
biologiquement pertinent).
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La premiére condition nécessite I'implémentation d’'un mécanisme de seuil et d’une réponse
présentant une ultra-sensibilité au signal. La deuxiéme condition augmente la contrainte : une
réponse irréversible peut étre générée par 'introduction d’une boucle de rétroaction positive dans
le modele, permettant d’obtenir de la bistabilité (condition nécessaire mais pas suffisante) [111]
avec un état stable représentant la vie et un autre la mort, en plus de la fixation des taux
d’activation dans cette boucle & des valeurs suffisamment élevées pour que la bistabilité soit
irréversible dans un intervalle de signal biologiquement pertinent (Fig. 4.1C). Quant & la troi-
siéme condition, elle est automatiquement satisfaite en raison des échelles de temps de réponse
biologiques, mais il est & noter qu’il faut optimiser les paramétres du réseau si le but est de
reproduire des temps de mort, résultants de I’exposition au stress, expérimentalement mesurés.

Un un modéle du réseau de ’apoptose intrinséque est construit en s’inspirant du modéle
de Legewie [79], et en rassemblant toutes les espéces et les réactions (notamment les quelques
protéines pro-apoptotiques et anti-apoptotiques) intervenant entre I'induction des dommages et
I'activation de la Caspase-9, dans un seul module appelé DET, et qui est directement activé par
les dommages subis en cas d’exposition au stress (Fig. 4.2). Ce module existe dans deux états :
un état inactif (DET) et un état actif (DET*) qui peut activer la Caspase-9. Les caspases 9 et
3 ont également deux états, un inactif sous forme de procaspases (respectivement pC9 et pC3),
et un actif (respectivement C9* et C3*). XIAP séquestre (de maniére réversible) les caspases
uniquement dans leur état actif pour former les complexes (X : C9%) et (X : C3*), et est inhibé
par DET*. Une boucle de rétroaction positive est introduite entre les caspases actives, et la pro-
babilité de mort cellulaire est supposée comme étant directement proportionnelle & la fraction
de la C38*

Pour rappel, ce modéle minimal doit respecter les caractéristiques du réseau apoptotique
précédemment citées, et donc, bien que DET est directement activé par les dommages (dépen-
dance proportionnelle), le modeéle dans son ensemble doit présenter une propriété de bistabilité
irréversible et basculer de ’état de survie vers ’état de mort uniquement si DET* atteint un
certain seuil (bifurcation de nceud de selle) (Fig. 4.1 C).

»——Dommages

Mort

FIGURE 4.2 — Schéma explicatif du modéle du réseau d’apoptose intrinséque. Les es-
péces pro-apoptotiques sont représentées en rouge, les anti-apoptotiques en vert, les espéces
inactives en bleu et les complexes de séquestration en jaune. Les fleches symbolisent une régu-
lation positive (activation) et les fleches a téte plate une régulation négative (inhibition).
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4.2.2 Systéme d’équations différentielles décrivant le modéle

Le modéle de la voie intrinséque de ’apoptose précédemment présenté peut étre traduit en un
systéme de 8 équations différentielles en considérant les dommages subis comme signal d’entrée
et en appliquant la loi d’action de masse. Dans ce systéme, les procaspases 9 et 3 ainsi que
XIAP sont synthétisées et dégradées de maniére constante. DET* C9* et C8* sont activés en
réponse aux dommages uniquement et sont également dégradables. La concentration totale de
DET est normalisée a 1. Le tableau (4.1) regroupe 'ensemble des interactions du modéle, o les
paramétres &, sont les taux linéaires de dégradation (u est un indice d’espéce), les KF sont les
constantes cinétiques de I'hétérodimérisation (association/dissociation) et les u,, sont les taux
basaux de synthése. Les paramétres a;, 3, v, 0 sont respectivement les taux d’activation de DET*
par les dommages, de la Caspase-3 par la Caspase-9, de la Caspase-9 par la Caspase-3, et de la
Caspase-9 par DET*.

TABLE 4.1 — Liste des réactions biochimiques et des taux correspondants

# Réaction biochimique Taux de réaction
R1 O— XIAP HXIAP
R2 O— pC9 HpCo
R3 O— pC3 UpC3
R4 XIAP — O dxrap [XIAP] +
dper+x [DET*] [ XIAP]
R5 pC9 — O dpco [pCY)
R6 pC3 — O dpc3 [pC3]
R7 | DET + Dommages — DET* + Dommages | «
R8 DET* — O dper+ [DETY]
R9 DET* +pC9 — DET* + C9* d
R10 209" + pC3 — 209" + C3* B
R11 c3* +pCY9 — (O34 C9* v
R12 CO"+XIAP — X :C9* K¥ap.coe [C9*] [XIAP]
R13 C3* +XIAP — X:C3* K3 apos O3] [XIAP]
R14 X:09 — XIAP + C9* K ap.coe [X : C9Y]
R15 X:03* — XIAP + C3* K iap.ose [ X C37]
R16 X:09% — 0O dx:09+ [X : C9¥
R17 X:C3 — 0 dx.c3+ [X : C3%]
R18 cy* — 0 doo+ [C9¥]
R19 c3r — 0 dos [C3¥]
R20 DET* — O dper+ [DETY]

Il est a noter que dans la réaction (R4 ), la dégradation totale de XIAP est séparée en deux

parties

: une dégradation linéaire avec un taux (0xrap [XIAP]), et une dégradation due a la

présence de DET* avec un taux (dppr=.x [DET*|[XIAP]). Ceci s’explique par le fait que XIAP

© 2019 Tous droits réservés.
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est séquestré par Smac [75], cependant, dans notre modele, le cytochrome-c et Smac sont tous les
deux inclus dans le module DET*, et vu que c’est uniquement Smac qui séquestre XIAP et non
pas le cytochrome-c, il serait impertinent que DET* séquestre XIAP. C’est pourquoi ce méca-
nisme de séquestration est représenté dans le modéle par une dégradation de XIAP avec un taux
proportionnel & la concentration de DET*. Tl est également & noter qu’un mécanisme de coopé-
rativité est inclus dans lactivation de la Caspase-3 par la Caspase-9 (Réaction R10) [68,156].
Enfin, la probabilité d’apoptose est considérée comme directement proportionnelle & la fraction
de C3% ce qui est une hypothése trés raisonnable.

Ainsi, en appliquant tout naturellement la loi d’action de masse, le systéme d’équations
différentielles 4.1 définissant le modeéle est obtenu. Tous les paramétres du modeéle seront fixés
par la suite, notamment, les taux de synthése et de dégradation seront ceux utilisés dans le
modeéle de Legewie [79]. Les parameétres d’activation «, 3, v, 0 et le taux de dégradation de
DET* (6ppr+) introduits en conséquence de la modification du modele de Legewie, seront quant
& eux optimisés pour générer une réponse bistable irréversible.

%[DET*] = dppr-(a (DET o — [DET*] )[Dommages] — [DET*])
d
a[XIAP] = pxrap — Oxrap[XIAP] — K{ap.co- [C9*] [XIAP]
_K)—EIAP:CB* [03*] [XIAP} + K)_(IAP:CQ* [X : CQ*]
+K)_(IAP:C3* [X . 03*] — 5DET*:X [DET*] [XIAP]
d *
PO = oy = Gpoo[pPCI] — 7[pCI] [C37]
d x
PC3] = jpcs — 6,05[pC3] — B[pC3] (097
d * * * - *
391 = —0ce-[CO] - K¥1ap.co- [C9"] [XIAP] + Ky p.co- [X : C97]
+6[DET™] [pC9] + ~[pC9] [C3*]
d * * * — *
dt [C3*] = —dcs-[C37] - K;EIAP:(Js* [C3"] [XIAP] + Kxjap.co- [X : C97]
+8[pC3] [C97)?
d * * — *
ZX:Co] = K{ap.co [C9*] [XIAP] — Kxjap.co- (X 1 C97]
—6)(:09* [X : Cg*]
d * * — *
X0 = Kap.cz [C3%] [XIAP] — Kxqap.ge (X 1 C37]
—0x.03+[X + C37]

(4.1)
avec : DET; = 1

4.3 Paramétrage du modéle de ’apoptose intrinséque

Une partie des parameétres du réseau est fixée en s’aidant du modeéle de Legewie [79], qui
se base sur des concentrations totales expérimentalement mesurées des caspases 9 et 3 et de
XIAP [72,159-162], et un ajustement des taux de synthése avec un taux de dégradation constant
(pour simplifier) pour obtenir ces mémes concentrations (Table. 4.2). Le seul parameétre estimé
dans le modéle est le (dppr+.x) représentant le taux de dégradation de XIAP due a DET*
(pour rappel, cette dégradation de XIAP par DET* vient du fait que XIAP est séquestré par
Smac mais pas par le cytochrome-c), et qui est supposé comme étant égal a trois fois le taux de
dégradation "naturelle" de XIAP (0ppr+.x =3 dx14P)-

o1
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Parameétrg Définition Valeur fixée

WXTAP taux de syntheése de XTAP 0,144 (uM h=1)

dxr1AP taux de dégradation de XTAP 3,6 (h71)

HpC9 taux de synthése de pC9 0,072 (uM h™1)

dpC9 taux de dégradation de pC'9 3,6 (h71)

HpC3 taux de synthése de pC3 0,72 (uM h=1)

SpC3 taux de dégradation de pC3 3,6 (h=1)

dco+ taux de dégradation de C'9* 3,6 (h71)

dog taux de dégradation de C'3* 3,6 (h=1)

dx.03+ taux de dégradation de X : C3* | 3,6 (h™!)

dx.c9* taux de dégradation de X : C9* | 3,6 (h~1)

K oo | affinité d’association de | 3,6E+03 (uM~th™1)
XIAP/C9*

K¥ g affinité d’association de | 10,8E+03 (uM~th1)
XIAP/C3*

Koo |taux de  dissociation  de | 3,6 (h™1)
XIAP/CY*

K. | taux de  dissociation  de | 3,6 (h™')
XIAP/C3*

Sper+x | taux de dégradation de XTAP | 10,8 (uM~th™1)
par DET*

4.3.1 Bistabilité irréversible et analyse de bifurcation

Dans ce qui suit, le signal d’entrée est désigné comme étant la concentration de DET* au lieu
des dommages, et nous considérons qu’il faut au moins lactivation de 50% de DET;, (choix
arbitraire) pour enclencher la machinerie de 'apoptose. En effectuant ce changement de signal
d’entrée (Dommages — DET™), les paramétres « (taux d’activation de DET par les dom-
mages) et dppr- (taux de dégradation de DET™) ne nécessitent pas d’étre optimisés pour le
moment, mais ils serviront par la suite a coupler le modéle de 'apoptose avec le modéle RRCT
pour reproduire des données expérimentales de la mort fractionnelle suite & une exposition au
stress thermique dans le chapitre 5. Ainsi, et a présent que le réseau de réactions biochimiques
modélisant I'apoptose est construit et que les paramétres de synthése et de dégradation sont
fixés, les paramétres (3, v et § représentant respectivement le taux d’activation de la Caspase-3
par la Caspase-9, le taux d’activation de la Caspase-9 par la Caspase-8 et le taux d’activation
de la Caspase-9 par DET*, doivent étre ajustés dans le but de générer une réponse bistable
irréversible.

Comme précédemment mentionné, la probabilité de mort par apoptose est supposée étre di-

rectement proportionnelle & la fraction de C3* et donc, le systéme doit présenter deux états
stables (bistabilité) : un état de survie avec une trés basse fraction de C3% et un état de mort
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avec une fraction de C3* élevée. Le seuil auquel le systéme bascule du premier état vers le
deuxiéme est arbitrairement fixé & DET* = 0,5 (50% de DET},) et représente ainsi un point
de bifurcation. Une fois que le systéme se trouve dans ’état de mort avec une fraction suffisam-
ment élevée de C3% il doit y rester, méme si le signal diminue et atteint zéro (irréversibilité de
la réponse). La figure (4.3) schématise ce comportement.

Sur cette figure, les points fixes instables du systéme sont représentés par la courbe en poin-
tillés. Le point fixe instable correspondant & DET* = 0 détermine le seuil de la fraction de C8*
nécessaire pour arriver a ’état de mort méme en absence de signal. Quand DET* augmente,
la fraction de C8* augmente également, mais si aprés une certaine durée DET* revient a son
niveau basal d* en dessous du seuil de bifurcation (DET* = 0,5 = % DETiy), la fraction de
C3* qui "aura eu le temps" de s’accumuler détermine le destin du systéme :

e Si elle est supérieure au seuil (point fixe instable correspondant au niveau basal de DET*),
les C8* accumulées peuvent entretenir la boucle de rétroaction positive avec les C9* et
I’état de mort est atteint.

e Sinon, le systéme survit car la fraction de C3* accumulées n’est pas suffisante pour mener
a terme le processus, et elles sont éliminées par dégradation ou séquestrées par XIAP.

>

Fraction de C3*

>
d* 0.5 DET*

FIGURE 4.3 — Schéma explicatif de la réponse bistable irréversible du systéme en
fonction de DET*. La courbe en vert désigne 1’état de survie, celle en rouge 1’état de mort, et
celle en pointillés gris les points fixes instables. d* représente un niveau basal de DET* inférieur
a 0,5 (qui est le seuil de bifurcation). Les profils temporels du signal DET* se distinguent par
un code couleur (orange, violet) et par des courbes pleines ou en pontillés.

Pour certaines valeurs des paramétres (3,7, ), le modéle de ’apoptose intrinséque présente
une réponse (fraction de C3%) bistable irréversible avec seuil de bifurcation & DET* = 0,5.
Dans un premier temps, ces paramétres sont fixées a (5,01E-+05; 707,95 ; 0,88) respectivement.
La figure (4.4) présente ’évolution de la fraction de C8* au point fixe en fonction des amplitudes
du signal de type "marche" de DET*. En augmentant 'amplitude du signal, la fraction de C8*
augmente graduellement, et quand le signal dépasse la valeur seuil (DET™* = 0,5), la fraction de
C3* augmente brusquement. Si on diminue 'amplitude du signal par la suite, la fraction de C8*
garde sa valeur élevée, et ce, méme si le signal repasse en-dessous du seuil, ce qui correspond a
un caractére irréversible. En fonction des combinaisons de parameétres (f3,), en supposant que
0 est fixé en conséquence pour avoir une bifurcation a DET* = 0,5, les points fixes stables et
instables du systéme varient, et permettent d’obtenir des variantes de la courbe de la figure (4.4).

93

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mohamed Tahar Ladjimi, Université de Lille, 2019

Fraction de C3*
(=]
o
=Y

10 Survie
10-8 Il Il Il Il 1.4 1 ll Il Il Il Il . 4 40
0.01 0.1 1
DET*

FIGURE 4.4 — Fraction de C3* au point fixe en réponse a des "marches" de DET*
de différentes amplitudes. Cette évolution correspond a des valeurs de paramétres : (3 ;
~v; 0)=(5,01E+05; 707,95; 0,88). La fraction de C8* et 'amplitude de DET* sont en échelle
logarithmique. La courbe en vert représente 1’état de survie, celle en rouge ’état de mort. La
courbe en pointillés désigne les états instables. Les fléches désignent la trajectoire du systéme
en fonction de 'amplitude de DET*,

Il est cependant & noter que dans la suite des travaux, quand ce modéle de "apoptose sera
couplé au modéle RRCT, les paramétres « et dpgp+ seront tout aussi déterminants du destin
cellulaire car ils controlent la dynamique de DET* en la liant & celle des dommages, qui sont les
protéines dénaturées dans ce modeéle. Par exemple, en augmentant le parameétre dppr«, DET* est
dégradé plus rapidement, et ceci diminue les chances d’apoptose. D’un autre cété, en augmentant
a et pour une méme concentration de dommages, DET* augmente et les probabilités de mort
avec.

4.3.2 Dynamique des espéces clés du modéle

Toujours en utilisant le méme jeu de parameétres (5; v; 0)=(5,01E+05; 707,95; 0,88), des
simulations de 1’évolution temporelle des acteurs clés de la réponse : XIAP, C9* et C3* en
réponse a une "marche" de DET* sont réalisées (Fig. 4.5). Si DET* est inférieur au seuil de
0,5, les fractions des caspases 9 et 3 actives restent trés basses et la fraction de X/AP diminue
mais reste assez élevée, car cette derniére se lie au caspases activées pour les séquestrer, et sa
dégradation est parallelement activée par DET* (équivalent d’une séquestration par Smac).

Par contre, si DET* est supérieur au seuil de 0,5, les caspases activées commencent a s’ac-
cumuler et leurs fractions augmentent. La fraction de la protéine XJ/AP diminue alors significa-
tivement. Une fois la saturation atteinte (il ne reste plus de protéines XIAP libres), les caspases
activées restent libres, s’activent mutuellement et complétent le procédé d’apoptose. Il est a
noter que la fraction de C9* au point fixe est supérieure a celle de C3* parce que 'affinité
d’association de XTAP/C9* est inférieure a celle de XTAP/C3* (Table. 4.2). Par ailleurs, au-
dessus du seuil de 0,5, plus 'amplitude de DET* est élevée, plus rapidement 1’état de mort
est atteint (comparer les tracés temporels de C8* sur la figure 4.5), ce qui correspond & une
sensibilité du systéme vis-a-vis de la sévérité du stress, présentant un délai de réponse méme
quand DET* = DET;, = 1.
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FIGURE 4.5 — Tracés temporels des fractions de XIAP, C9* et C3* en réponse a
une "marche" de DET?¥*. Cette évolution correspond a des valeurs de paramétres : (3; 7v;
0)=(5,01E+05; 707,95; 0,88). La zone grise représente le profil dynamique de DET* (de type
"marche"). Plus 'amplitude de DET™ est élevée, plus rapidement 1’état de mort (fraction élevée
de C3*) est atteint.
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4.3.3 Combinaisons de paramétres (3,7,d) pour une bistabilité irréversible

Nous allons maintenant déterminer, en procédant par un balayage logarithmique des valeurs,
les différentes combinaisons (3, 7, §) dans l'espace des parameétres qui permettent d’avoir une
réponse bistable et irréversible en fonction de la fraction de C8%*, et avec un point de bifurcation
DET* = 0,5 (Fig. 4.3). Quelques contraintes sont ajoutées par la suite par souci de cohérence
avec les données expérimentales biologiques.

Bistabilité irréversible avec une fraction de C3* élevée dans ’état de mort

Les simulations sont réalisées & partir du principe suivant : les paramétres § et v sont d’abord
fixés (par balayage logarithmique), des signaux de DET* de type "marche" sont ensuite appli-
qués et prennent des amplitudes croissantes, les combinaisons qui donnent une réponse bistable
et irréversible, avec deux états bien distincts en fonction des fractions de C3* sont enregistrées.
Cependant, il est & noter que seuls les états de mort avec C3* > 0.1 C3;,¢ (au moins 10% des
Caspases-3 doivent étre activées pour avoir de la mort) sont considérés. Par ailleurs, pour chaque
combinaison (f,7), la valeur du paramétre § est fixée de telle facon & assurer un basculement
du systéme de I’état de vie & I’état de mort quand le seuil DET™ = 0,5 est atteint, tout en
gardant le caractére irréversible de la réponse. La figure (4.6) présente la fraction de C8* dans
I’état de mort obtenue pour chaque combinaison (3, ). Cette fraction augmente en fonction des
deux paramétres.
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FIGURE 4.6 - Fraction de C3* de I’état de mort en fonctions des combinaisons (53, 7).
Le code couleur indique la fraction de C3* de ’état de mort en échelle linéaire. La zone blanche
indique ’absence de bistabilité irréversible.

Une fraction de C3* raisonnablement basse au point de bifurcation

Sous exposition au stress, la fraction des caspases activées augmente avec un taux dépendant
de la sévérité du stress (vitesse d’accumulation des dommages) jusqu’a atteindre le point de
bifurcation ol Paugmentation est trés brusque. Toutefois, une derniére contrainte est & imposer :
la fraction de C'8* juste avant le basculement vers I’état de mort doit étre basse puisque le seuil
(DET* = 0,5) n’est pas encore atteint a ce moment 1a, néanmoins, elle ne doit pas étre trop
basse. Autrement, cela n’aurait aucune pertinence du point de vue biologique. La figure (4.7)
montre la variation de cette fraction en fonction des combinaisons (3, 7). Cette fraction décroit

26

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mohamed Tahar Ladjimi, Université de Lille, 2019

quand les parameétres [ et v augmentent, vu qu’'en augmentant, ils renforcent la rétroaction
positive entre les caspases activées et rendent donc la transition d’un état a 'autre plus brusque.
A contrario, quand 3 et v diminuent, la transition est plus "douce", et la fraction de C3* au
point de bifurcation est un peu plus élevée.
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FIGURE 4.7 — Fraction de C38* au point de bifurcation (DET* = 0.5) en fonction des
combinaisons (3, 7). Le code couleur indique la fraction de C38* au point de bifurcation
DET* = 0.5 en échelle linéaire. La zone blanche indique 'absence de bistabilité irréversible.

0

4.3.4 Subdivision de I’espace des paramétres

Les combinaisons (3, ) permettant au modeéle de I’apoptose intrinséque d’avoir un comporte-
ment bistable irréversible ont été déterminées. Ceci-dit, ces combinaisons différent dans la valeur
que prend la fraction de C3* dans ’état de mort et au point de bifurcation. Conséquemment, il
est possible de subdiviser I'espace des paramétres (5,) en zones satisfaisant différents critéres
vis-a-vis de ces deux fractions. Pour ce faire, la cohérence entre les contraintes de subdivision de
Pespace des parameétres concernant la fraction de C3* et les données expérimentales biologiques
doit étre toutefois assurée.

En effet, le nombre total des protéines dans une cellule de la lignée HeLa est estimé a
2 x 10? /cellule environ [163], et le nombre de génes exprimés dans cette méme lignée a 10* au
moins [164]. Nous estimons ainsi le nombre de copies par type de protéines a 10° copies/cellule.
Il faut donc prendre une fraction de C3* au point de bifurcation au moins supérieure a 1072,
autrement, cela n’aurait aucun sens du point de vue biologique. En outre, il a été montré que
la fraction de C3 clivée (activée) varie de 10 & 80% dans les cellules apoptotiques de la lignée
EC109 (cancer de I’cesophage) en fonction de la dose du stimulus (adénosine) |165].

En prenant en compte ces points, I’espace des parameétres peut étre restreint pour ne consi-
dérer, par exemple, que les combinaisons (3, v) donnant une fraction de C3* supérieure a 50%
dans I’état de mort, et supérieure a 0,1% (10~3) au point de bifurcation (DET* = 0,5). L’espace
des paramétres (3,v) peut donc étre dans ce cas subdivisé en 5 zones (Fig. 4.6, 4.7, 4.8) :

1. La zone 1 (jaune) contient des combinaisons (/3,v) donnant au moins une fraction de C8*
de 50% dans I’état de mort.
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2. La zone 2 (bleue), présente les combinaisons donnant au moins une fraction de C3* de
0,1% au point de bifurcation (DET* = 0,5).

3. La zone 3 (rayures jaunes et bleues), représente un chevauchement des zones 1 et 2, et
présente donc les combinaisons satisfaisant les deux contraintes précédemment citées.

4. Les combinaisons de la zone 4 (grise) ne satisfont aucune des deux contraintes, la fraction
de C8* est inférieure & 50% dans ’état de mort et inférieure 4 0,1% au point de bifurcation.

5. La zone 5 (blanche) représente la partie de 'espace des paramétres o le comportement
bistable irréversible n’est pas obtenu.

Les fractions de 0,1 et 50% utilisées dans la subdivision ne sont qu’un exemple, et d’autres
valeurs donnent un autre schéma de subdivision de I’espace des paramétres. En absence de don-
nées expérimentales concernant la dynamique de la C'3* durant le processus d’apoptose induit
par une exposition au choc thermique, la seule solution est de prendre des estimations "intuitive-
ment acceptables” qui restent néanmoins cohérentes avec les données expérimentales disponibles
mentionnées précédemment.

10~5
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Y 10~3
100

10 —
10”3 1074 10"5 1076

FIGURE 4.8 — Subdivision de I’espace des paramétres (3,v) en zones satisfaisant dif-
férents critéres. Zone 1 (jaune) — une fraction de C3* > 0,5 dans l’état de mort. Zone 2
(bleue) — une fraction de C3* > 0,001 au point de bifurcation (DET* = 0,5). Zone 3 (rayures)
— chevauchement des zones 1 et 2. Zone 4 — aucune des deux contraintes précédentes n’est
satisfaite. Zone 5 — pas de bistabilité irréversible.

4.4 Discussion

Le modéle minimal de la voie intrinséque de ’apoptose cellulaire donne une réponse bistable
irréversible avec un point de bifurcation a DET™* = 0,5 en fonction des combinaisons de para-
meétres (3, 7, 0). Chaque combinaison satisfait trois contraintes, a savoir, une fraction de C8*
basse dans 'état de survie et élevée dans I'état de mort, un seuil de bifurcation de I’état de
survie vers I’état de mort fixé & DET™* = 0,5, et une irréversibilité de la réponse une fois I’état
de mort atteint méme en absence de signal. En outre, ce modéle présente une sensibilité vis-a-vis
de la sévérité du stress en termes de temps de réponse (présence d’un délai entre 'application
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du stimulus et la mort). Le but & présent est d’utiliser ce modeéle simple en le couplant au mo-
déle RRCT pour décrire la réponse au stress thermique d’une cellule unique, et potentiellement
reproduire des données expérimentales de mort cellulaire fractionnelle suite & ’exposition & un
choc thermique. Le phénomeéne de la mort fractionnelle est trés étudié et plusieurs causes ont
été rapportées [99,166,167]|, notamment, la variabilité des concentrations de certaines protéines
entre les cellules d’une colonie [100].
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Chapitre 5

Modélisation de la mort fractionnelle
en réponse au choc thermique

5.1 Introduction

Dans les thérapies anti-cancer, la variabilité de la réponse tumorale constitue un obstacle de
taille : pour un méme protocole de traitement, des cellules cancéreuses constituant la tumeur
meurent, alors que d’autres survivent. Ceci vient du fait que la tumeur & éradiquer est constituée
d’une population cellulaire hétérogéne [168-171], et méme si toutes les cellules sont génétique-
ment identiques et appartiennent au méme tissu, chaque cellule est différente des autres. Cette
différence appelée variabilité cellulaire, peut avoir plusieurs sources [172], classées comme étant
source intrinséque ou extrinséque [173,174]. Les sources intrinséques désignent la stochasticité
dans les procédés biochimiques comme par exemple la transcription ou la traduction [175], les
sources extrinséques quant 3 elles, représentent les différences d’une cellule & une autre en termes
de quantité des composants cellulaires [91-93,176], de phases du cycle cellulaire dans lesquelles
elles se trouvent |177] ou de conditions environnementales [178].

Cette hétérogénéité et son impact sur la survie cellulaire a I'issue d’une exposition au stress
présente un intérét majeur et a été extensivement étudiée [100,156,179-182]. L’une des hypo-
théses qui revient souvent est celle de la différence dans les concentrations des espéces clés du
réseau de réponse au stress et/ou du réseau apoptotique [93,94], qui fait que certaines cellules
peuvent mieux "gérer" les situations de stress et donc survivre. En effet, des études ont mis en
évidence le fait que les concentrations des protéines sont distribuées suivant une loi normale
logarithmique [183] au sein d’une population cellulaire monoclonale avec un coefficient de va-
riation C'V [184] dans l'intervalle [0.2 — 0.3] [100, 185].

Dans le chapitre 2, le modéle dynamique du RRCT a été couplé & une équation de population
pour reproduire les données de fraction de survie d’une colonie cellulaire & I’issue d’un protocole
thermique. Dans ce chapitre, 'impact d’une variabilité au niveau de la concentration des pro-
téines chaperons HSP, puis des protéines anti-apoptotiques X/A P, au moment de I'exposition
au stress thermique, sur le destin cellulaire est quantifié; en partant de 'hypothése que cette
variabilité peut causer de la mort fractionnelle. Pour ce faire, le modéle de "apoptose intrin-
seque développé au chapitre 4 est couplé au modeéle RRCT pour décrire la réponse au stress
thermique d’une cellule unique. Puis, une variabilité de la concentration des protéines citées
est introduite via une distribution log-normale de ces derniéres. Le but étant de reproduire des
données expérimentales de mort fractionnelle en réponse a différents protocoles d’hyperthermie
de [1]. Contrairement donc au premier modeéle de survie cellulaire impliquant une fonction de
mort probabiliste, le modéle de ’apoptose intrinséque est utilisé afin de générer une réponse
binaire de survie ou de mort conditionnée par la concentration initiale des protéines clés.
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5.2 Couplage du modéle de P’apoptose intrinséque au modéle
RRCT

La premiére étape consiste & trouver une maniére biologiquement justifiée de lier le mo-
deéle de 'apoptose intrinséque au modéle RRCT. La voie intrinséque de Iapoptose peut étre
déclenchée en réponse a divers stimuli, entre autres, I’accumulation des protéines dénaturées.
Des études expérimentales ont démontré que I’hyperthermie peut induire la mort cellulaire par
apoptose [186,187] par le biais des espéces réactives de 1'oxygéne (ROS, Reactive Ozygen Spe-
cies) et du stress du réticulum endoplasmique [188]. En effet, dans les conditions normales, le
réticulum endoplasmique transmet un flux de Ca?T vers la mitochondrie servant a la régulation
de la production d’ATP et du métabolisme [189]. L’accumulation des protéines dénaturées peut
saturer la machinerie contréle-qualité du réticulum endoplasmique et causer ainsi un stress. Le
stress du réticulum endoplasmique crée une surcharge de Ca?t dans la mitochondrie, condui-
sant & 'augmentation des ROS et a la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe,
enclenchant la voie apoptotique intrinséque [190,191].

* Cho_c
LW

Mort

Fiqure 5.1 — Couplage du modéle RRCT au modéle de ’apoptose intrinséque. Les
deux modeles sont couplés via une activation du module DET par les protéines dénaturées MFP
(fleche rouge) induites par le stress thermique. Il en résulte donc un modeéle de réponse cellulaire
au choc thermique d’une cellule unique (réponse binaire survie/mort).

Dans le modéle RRCT, 'unique dommage induit par le stress thermique est la dénaturation
des protéines. Nous considérons que les protéines dénaturées activent le module DET du modéle
de 'apoptose, et les deux modeles sont donc couplés en se basant sur cette hypothese (Fig. 5.1).
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Il s’en suit que plus le stress est intense et long, plus les protéines dénaturées s’accumulent,
et plus les probabilités de mort augmentent. Pour rappel, le modéle apoptotique présente un
comportement bistable irréversible avec un seuil arbitrairement fixé & DET* = 0,5 (en fonction
des parametres 3, 7, 0). Le couplage du modéle RRCT avec le modéle de apoptose donne un
modeéle global représentant la réponse d’une cellule unique au choc thermique. Une premiére
simulation faisant intervenir ce modéle global est réalisée pour illustrer sa réponse dynamique.
Les paramétres (5 ; v; d) sont fixés aux valeurs précédemment utilisées (5,01E-+05; 707,95 ; 0,88)
dans le chapitre 4, les paramétres « (taux d’activation de DET par les MFP) et dppr- (taux
de dégradation de DET*) sont arbitrairement fixés a 1, et les paramétres du modéle RRCT
restent inchangés. Le systéme est par la suite exposé & un stress de 43°C pour une durée de 3h.
La figure (5.2) présente I’évolution dynamique de la concentration des MFP, de DET* et de la
fraction de C3* résultante. La dynamique de DET* suit celle des MFP avec un certain délai.
De son coté, la C8* s’accumule jusqu’a atteindre I’état de mort qui est permanent (irréversible).
Le temps de mort T,or¢ désigne le moment ou la fraction de C3* atteint sa valeur de I’état de
mort dépendante des paramétres (3, v, 0).

Tmort
100 '
1 Fraction de C3*
0.01
104
10°

1 10 100
Temps (h)

FIGURE 5.2 — Dynamique du modéle global en réponse & un stress de 43°C 3h. Les
paramétres du modéle RRCT sont inchangés. Pour le modéle de "apoptose, les paramétres ont
été fixés a (a; dppr+; B3 v; 0)=(1:1;5,01E+05; 707,95 ; 0,88). La concentration des MFP est en
(uM), celles de DET* et de C8* sont normalisées. La zone grise représente la fenétre temporelle
d’exposition au stress thermique (43°C , 3h). Le temps de mort Ty, désigne le moment ou la
fraction de C38* atteint sa valeur de I’état de mort.

Le temps de mort varie en fonction de l'intensité et de la durée du stress. Le résultat des
simulations ol le systéme est exposé & des stress d’intensités allant de 41 a 45°C et des durées
allant de 0 & 5h est présenté sur la figure (5.3). Le temps de mort décroit quand la température
augmente et varie entre 0.5 et 1.7h (par exemple, le code couleur de cette figure indique qu’une
exposition de 1h a 45°C donne un temps de mort de 0.5h). Pour une température fixée, le temps
de mort ne varie plus au-dela d’une certaine durée d’exposition (par exemple, au-dela de 30min
a 43°C), ceci s’explique par le fait que ’état de mort est atteint avant la fin du stress et du
retour aux conditions normales. Toutefois, il est & noter que le temps de mort et sa variation
en fonction de la durée et de l'intensité du stress thermique dépendent du jeu de paramétres
utilisé, et en absence de données expérimentales concernant le choc thermique, le choix d’un
jeu de paramétres de maniére & calibrer le modéle n’est pas évident. Cette simulation est donc
purement illustrative.
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FiguRrE 5.3 — Temps de mort en fonction de l’'intensité et de la durée du stress
thermique. Les paramétres du modéle RRCT sont inchangés. Pour le modéle de I'apoptose, les
parameétres ont été fixés & (a; dppr+; B;v; d)=(1;1;5,01E+05; 707,95 ; 0,88). Le code couleur
en échelle logarithmique représente le temps de mort. La zone noire représente les combinaisons
durée-intensité pour lesquelles la cellule survit.

5.3 Distribution des HSP dans une colonie de cellules HeLa

La concentration des protéines chaperons HSP72 est expérimentalement mesurée dans une
colonie de cellules HelLa sous les conditions normales & 37°C. Une distribution normale logarith-
mique [192,193] avec un coefficient de variation CV = 0,32 est constatée (Fig. 5.4A). De plus,
des expériences d’imagerie de fluorescence par GFP ont permis de mesurer l'activité transcrip-
tionnelle de HSF1 en réponse a des stress thermiques de différentes températures [94]. Cette
activité varie significativement d’une cellule a une autre, et ce, en réponse au méme stress (Fig.
5.4B). Ce constat peut étre expliqué par le fait qu’en raison de la variabilité de la concentration
des chaperons HSP d’une cellule & une autre au moment de l'exposition au choc thermique,
les dommages induits par le stress peuvent étre maitrisés avec différents niveaux de régulation
transcriptionnelle des HSP par HSF'1, dans la mesure ou les cellules ayant le plus de chaperons
au départ, ont moins besoin de cette régulation pour en produire. Dans la suite de cette étude,
I'intérét n’est pas orienté vers les causes de cette hétérogénéité au niveau de la concentration
des chaperons mais uniquement vers les conséquences de celle-ci vis-a-vis de la réponse au stress
thermique en termes de destin cellulaire.

Notre hypothése de travail est que cette différence de concentration des protéines chaperons
au moment de 'exposition au stress thermique entraine une différence de réponse (destin cel-
lulaire) a l'issue de U'expérience : les cellules ayant le plus de protéines chaperons ont plus de
chances de survivre, expliquant ceci par le fait qu’avoir des protéines réparatrices déja prétes au
moment de I'induction des dommages permet & la cellule de "réagir" rapidement et de s’affran-
chir du temps de réponse lié & la production de ces protéines et donc d’éviter 'accumulation et
l’agrégation toxique des protéines dénaturées. De plus, plusieurs travaux ont montré l'implica-
tion des HSP dans l'inhibition de la voie apoptotique [194-197].

Suivant cette logique, il y aurait donc sur la distribution (normale logarithmique) des concen-
trations des HSP dans une colonie cellulaire, et en fonction de chaque combinaison durée-
intensité du choc thermique, une concentration "départageante" : les cellules avec une concen-
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FIGURE 5.4 — Variabilité des niveaux de HSP72 dans une colonie cellulaire HeLa
a 37°C. A- La distribution suit une loi normale logarithmique. Le coefficient de variation est
de 0,32. B- Variabilité et dynamique de l'activité transcriptionnelle de HSFI (par mesure de
fluorescence, voir code couleur) pour un stress thermique a 43°C, chaque ligne sur 'axe des
ordonnées représente une cellule (figure provenant de [94]).

tration inférieure & celle-ci meurent, et les cellules avec une concentration des HSP qui lui est
supérieure survivent (Fig. 5.5). Il est par ailleurs logique de penser que plus la sévérité du stress
augmente, plus cette concentration "départageante" augmente (car la quantité de chaperons
nécessaires a la maitrise des dommages induits augmente), et plus la fraction de survie cellulaire
diminue.

5.4 Distribution normale logarithmique des HSP et calcul de la
fraction de survie

Considérons les deux variables X et Y =log;q(X). Si Y est distribuée selon une loi normale
avec une moyenne fij,, et un écart-type oy, il s’en suit que la densité de probabilité de X est
donnée par :

_ logyg(e) _ (logyo(X) — [i1og)*
P(X) = m exp [ 20_1209 ] (51)

et les parameétres de la distribution de X (u, o) peuvent étre exprimés en fonction de (tog, 010g)
comme suit [192] :

Ul20g 2
p = exp |Hioglog, 10 + T(loge 10) (5.2)

o= \/exp [2 [iog log, 10 + 01209 (log, 10)2] (exp [‘71209 (log, 10)2] - 1)

=pu \/<exp [JZQOQ (log, 10)2} - 1)

Une notion trés utile dans la biostatistique est le coefficient de variation CV, représentant une
mesure relative de la dispersion, et défini comme étant le résultat de division de ’écart-type o
par la moyenne p d’une distribution. Dans le cas d’une distribution normale logarithmique de

(5.3)
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base 10, ayant un écart-type 0,4 €t une moyenne fio4, U'expression du CV donne [192,193] :

v = % = \Jexplo2,, (log, 10)2] - 1 (5.4)

Si la distribution des HSP dans une colonie suit une loi normale logarithmique de base 10,
et dans laquelle leur concentration est normalisée par rapport a une concentration de référence
HSPrpr (pour la commodité du calcul), I’équation suivante définit la densité de probabilité
correspondante & chaque concentration des chaperons :

logy,(e) (R— /ﬁlog)2
P(HSP)= —=—"~ _¢ —_ 5.5
T (5.5)

avec :

Pour rappel, notre hypothése de travail stipule que la variabilité de la concentration des HSP
peut induire de la mort fractionnelle : en réponse & un stress thermique de durée et intensité
données, une fraction des cellules meurt et une autre survit (Fig. 5.5), en considérant qu’il
existe une concentration "départageante" des HSP (dépendante de la sévérité du stress) qui est
la limite entre les cellules survivantes et celles mortes, notée Rpg. En utilisant la fonction de
répartition de la loi normale logarithmique, il est possible de calculer la fraction cellulaire morte
DF (pour Dead Fraction) :

(5.6)

2 2 Olog \/§

ou erf est la fonction d’erreur. La fraction cellulaire survivante SF' est donc :

1 1 . (Rps—
SF=1-DF = — -ef [ 25" Moy (5.8)
2 2 Jlog\/§

‘R
Log]_o [HSP](t= 0)
[HSP]REF(t 0)

1 1 . ({Rps— o
DF = - + - erf <DS“’9> (5.7)

4—_ (Tmax, Dt)

Temps

Temp

Nombre de cellules

FIGURE 5.5 — Distribution log-normale des HSP introduite dans les simulations et
hypothése de la concentration départageante. La concentration départageante limitant
les fractions cellulaires mortes et survivantes a lissue du stress thermique (Rpg) dépend des
paramétres durée-intensité du protocole, supposé comme ayant un profil temporel rectangulaire
(impulsion).
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Les simulations sont réalisées sur le principe suivant : en introduisant une variabilité sur la
concentration initiale des HSP, et a chaque stress de durée et d’intensité données, la concentration
départageante Rpg correspondante est déterminée. Par la suite, le meilleur ajustement des
mesures de survie cellulaire de [1] doit étre effectué en optimisant l’écart-type et la moyenne
de la distribution logarithmique (Eq. 5.8). Enfin, le coefficient de variation résultant est calculé
pour voir si la distribution résultante est biologiquement acceptable (CV ~ 0, 3).

5.5 Calibration du modéle pour la reproduction des données de
mort fractionnelle

A présent, le but est de calibrer le modele global (couplant le modéle RRCT et le modele de
Papoptose intrinséque) pour reproduire les données de mort fractionnelle suite & I’exposition au
choc thermique de [1]. Pour commencer, nous considérons uniquement le modeéle RRCT auquel
est ajoutée ’équation différentielle de DET™ (premiére équation du systéme 4.1), dans laquelle
les dommages sont remplacés par la concentration des protéines dénaturées MFP (Eq. 5.9). Le
seuil définissant le critére de mort est fixé & DET* = 0,5 (qui est le point de bifurcation du
modéle de ’apoptose). Le signal d’entrée du systéme résultant est le stress thermique (durée-
intensité) et la réponse est la survie ou la mort dépendamment du seuil DET™* = 0, 5.

%[DET*] = dppr+(a (DETo, — [DET*] )]MFP] — [DET™]) (5.9)

Par ailleurs, une distribution normale logarithmique en base 10 de la concentration initiale
des protéines chaperons HSP est considérée (normalisée par rapport a une valeur de référence
HSPrpr qui est la concentration des chaperons au point fixe & 37°C du modéle RRCT), et
caractérisée par une moyenne et un écart type (mog, O'log) permettant de calculer le coefficient
de variation CV. Les seuls autres parameétres & ajuster sont le taux d’activation de DET par les
protéines dénaturées MFP («) et le taux de dégradation de DET™* (6ppr+) (les paramétres du
modéle RRCT restent inchangés). Ainsi, dans les simulations, pour chaque combinaison durée-
intensité du stress thermique utilisée dans [1], et pour chaque combinaison («, dpgr+) obtenue
par un balayage logarithmique des valeurs, I'algorithme trouve, via la méthode de dichotomie, la
concentration des HSP départageant les cellules mortes et les survivantes notée Rpg (Fig. 5.5),
et les combinaisons optimales (fog, 0109) définissant la distribution initiale des HSP reprodui-
sant au mieux les mesures expérimentales de survie cellulaire au moyen d’une fonction RMSE.
Enfin, une derniére optimisation locale utilisant MINPACK [198] est réalisée sur les paramétres
Hiog €t 01og. La fraction de survie est calculée a l'aide de I’équation (5.8).

La figure (5.6) présente le score d’ajustement obtenu par la fonction RMSE en fonction des
valeurs de « et dppr+, et l'existence de deux vallées optimales en fonction des combinaisons
est constatée. Cependant, pour les valeurs élevées de o (o = 80), une discontinuité du score
(variation brusque) apparait. Ceci est di au fait que le protocole utilisé dans [1] implique une
période de récupération a 37°C, apres 'exposition au stress, de 336h (deux semaines), et c’est
seulement a ce moment la que la fraction de survie est mesurée. Ce protocole a été reproduit dans
les simulations, et cette durée de récupération assez longue fait que la concentration des HSP
dans le modéle revient & sa valeur du point fixe & 37°C peu importe sa valeur dans les conditions
initiales (pour rappel, les paramétres du modeéle RRCT, notamment les taux de synthése et
de dégradation des chaperons, sont inchangés dans les simulations). Ce retour au point fixe a
37°C implique donc la suppression de la variabilité au niveau de la concentration des chaperons
introduite dans les conditions initiales, et la concentration devient ainsi la méme dans toute la
colonie. Conséquemment, il en est de méme pour la concentration des protéines dénaturées MFP,
et pour les valeurs élevées du parametre «, cette concentration de MFP (du point fixe & 37°C)
est suffisante pour tuer toutes les cellules éliminant ainsi le phénoméne de mort fractionnelle
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et causant une discontinuité du score. A contrario, pour les valeurs de a moins élevées, la
concentration des MFP & 37°C n’est pas suffisante pour faire atteindre DET* le seuil de 0,5
qui est le critére de mort, et tout se joue donc sur la quantité de protéines dénaturées par le
stress thermique. Pour illustrer ceci, la figure (5.7) présente les fractions de survie cellulaire &
37°C, correspondant & chaque combinaison («, dppr+), et résultant de la distribution optimale
des chaperons reproduisant les données de [1| pour chacune de ces combinaisons.
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FIGURE 5.6 — Score d’ajustement des données expérimentales en fonction des com-
binaisons («, dppr+). Le score est calculé par une fonction d’erreur quadratique moyenne
RMSE : plus le score est élevé, moins bonne est la reproduction des données expérimentales.
L’existence de deux vallées d’optimalité est constatée. Le score maximal (couleur jaune) est
plafonné et correspond a une situation ou toutes les cellules survivent ou meurent (pas de mort
fractionnelle).
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FIGURE 5.7 — Fraction de survie cellulaire 4 37°C en fonction des combinaisons («,
dprET+). La fraction de survie résulte des distributions optimales des chaperons pour l’ajustement
des données et correspondant a chaque combinaison (o, dpgr+). Cette fraction est nulle dans la
zone de discontinuité du score de la figure (5.6) ou le parameétre o prend des valeurs élevées.

68

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mohamed Tahar Ladjimi, Université de Lille, 2019

Comme il a été précédemment mentionné, il existe clairement deux vallées d’optimalité sur la
figure (5.6). Et pour rappel, algorithme trouve la distribution normale logarithmique optimale
de la concentration initiale des chaperons correspondante & chaque combinaison (a, dpgr+). Il
s’en suit qu’a chaque combinaison de ces deux paramétres, correspond une combinaison (10,
Olog), convertible en (u, o) (Eq. 5.2 et 5.3), donnant le score d’ajustement présenté dans la figure
(5.6). Les figures (5.8) et (5.9) illustrent respectivement la moyenne p et le CV optimaux en
fonction des combinaisons («, dpgr+). La moyenne u de la distribution initiale des chaperons
augmente quand le parameétre o augmente, car en augmentant «, le seuil DET™* = 0, 5 est atteint
pour une concentration de MFP moins importante que dans le cas ol « est petit, et le systéme a
donc besoin de plus de chaperons pour réparer les protéines dénaturées. Le C'V augmente quand
a (et conséquemment p) diminue, les hautes valeurs de « présentent donc une distribution plus
étroite que les basses valeurs.

10
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5, L =
DET* 5|2
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FIGURE 5.8 — Moyenne optimale de la distribution initiale des HSP en fonction des
combinaisons («, dpgr+). Pour chaque combinaison («, d ppr+), une optimisation par balayage
puis par MINPACK fixe les valeurs de la moyenne et de ’écart-type de la distribution initiale
des HSP. Les zones blanches désignent une absence de mort fractionnelle (toutes les cellules
meurent ou survivent).

Dans chacune des deux vallées d’optimalité, une combinaison («, dppr+) doit étre choisie afin
de déterminer les courbes de la fraction de survie correspondantes en fonction des paramétres
du stress. Pour le cas de la vallée aux hautes valeurs de «, les valeurs du C'V restent raison-
nables (inférieures & 1), et la combinaison choisie est donc celle présentant le meilleur score (a;
dprT+)=(63,09; 0,5), ayant un C'V de 0,69. Le choix est un peu plus compliqué dans la vallée
d’optimalité aux basses valeurs de « en raison du CV élevé, et il faut conséquemment trouver
une combinaison satisfaisant un compromis entre score d’ajustement et coefficient de variation.
La combinaison («; dppr-)=(0,25; 0,25) présentant un C'V de 1,81 est finalement choisie. La
figure (5.10) présente les courbes de survie résultant de ces deux jeux de parameétres. L’ajuste-
ment est suffisamment bon pour les deux combinaisons, mais il est meilleur pour la combinaison

(a, dppr+)=(63,09; 0,5).

Les deux distributions initiales des protéines chaperons correspondantes aux deux combinai-
sons (o, dprr+) précédentes et engendrant les courbes de survie cellulaire de la figure (5.10) sont
exposées cote a cote sur la figure (5.11). Quand « augmente, d’une part la moyenne de la distri-
bution augmente également pour "gérer" les protéines dénaturées car une concentration basse de
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FIGURE 5.9 — CV de la distribution initiale optimale des HSP en fonction des com-
binaisons («, dpgr+). Pour chaque combinaison (a, dpgr+), le CV est calculé a partir de
la moyenne et de I'écart-type de la distribution initiale optimale des HSP. Les zones blanches
désignent une absence de mort fractionnelle (toutes les cellules meurent ou survivent).
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FIGURE 5.10 — Ajustement des données de [1] avec les combinaisons optimales (a,
dpET+). Les points représentent les mesures expérimentales et les courbes les résultats de simu-
lation, le code couleur représente les températures maximales du stress thermique appliqué. A
gauche : (a; dppr+)=(0,25; 0,25). A droite : (a; dppr+)=(63,09; 0,5).

ces derniéres peut étre suffisante pour déclencher la mort, et d’autre part la distribution devient
plus étroite. Rappelons que ces distributions sont normalisées par rapport & une concentration
de référence fixée comme étant la concentration des chaperons au point fixe & 37°C du modéle
RRCT.

Le but est d’explorer 'hypothése de la potentielle implication de la variabilité au niveau de la
concentration des protéines chaperons entre les cellules d’une méme colonie dans le phénomeéne
de la mort fractionnelle a I'issue d’une exposition au stress thermique. Comme constat préli-
minaire, bien que les distributions optimales pour la reproduction des données expérimentales
soient trop larges pour étre biologiquement pertinentes (une cause potentielle est ’absence de
toute autre source de variabilité pouvant accentuer la différence de réponse), les simulations
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montrent qu’'uniquement une variabilité sur la concentration initiale des chaperons couplée &
un mécanisme de seuil déclenchant la voie apoptotique peut générer une différence significative
dans la réponse cellulaire au stress thermique provoquant ainsi de la mort fractionnelle.
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FiGURE 5.11 — Distributions de la concentration initiale des HSP issues des simula-
tions d’optimisation. La distribution en rouge correspond au jeu (a; dpgr+)=(0,25; 0,25),
celle en cyan au jeu («; dppr+)=(63,09; 0,5). Le lien est a faire avec la figure (5.10).

5.6 Couplage complet des deux modéles (RRCT et apoptose)

Toutes les équations différentielles du modéle de I’apoptose restantes et représentant 1’évolu-
tion des concentrations de XIAP, pC9/C9*, pC3/C3* X : C3* et X : C9* (systéme d’équations
4.1) sont maintenant ajoutées au systéme (RRCT+DET*). Les combinaisons (3, v, d) du modéle
de 'apoptose intrinséque qui donnent une réponse bistable irréversible avec un basculement de
I’état de survie & ’état de mort & la valeur seuil de DET™ = 0,5 ont été déterminées dans le
chapitre précédent, et le systéme (RRCT-+DET¥*) est calibré a travers les paramétres («, dppr+)
pour reproduire les données de [1], ou deux combinaisons (o, dpgr+) optimales sont obtenues et
correspondent & deux vallées d’optimalité sur la figure (5.6).

En couplant le modéle RRCT au modéle de 'apoptose au complet, et en gardant les deux
combinaisons (o, dppr+) précédemment trouvées, un balayage des combinaisons (f3,7,d) per-
mettant une bistabilité irréversible avec bifurcation & DET* = 0,5 est réalisé. Pour chaque
combinaison («, dppr=+, B,7,0) résultante, une optimisation par MINPACK des paramétres de
la distribution initiale des chaperons (fi104, 00¢) €st effectuée pour reproduire les mémes données
de mort fractionnelle en changeant uniquement le critére de mort, qui est cette fois défini par
une fraction élevée de C8* correspondant a I’état de mort en fonction des combinaisons (83, 7)
(Fig. 4.6). Le score obtenu pour chacune des deux combinaisons («, dpgr+) en fonction des com-
binaisons (3,7, d) est illustré sur la figure (5.12).

Sur cette figure, pour les deux combinaisons (a;dpgr+)=(0,25; 0,25) et (o;dppr+)=(63,09;
0,5), le score varie peu en fonction de ( et 7y et 'ajustement reste bon (comparer les scores des
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FIGURE 5.12 — Score d’ajustement des données de [1] en fonction des paramétres (53, )
du modéle de Papoptose. Le score est calculé par une fonction d’erreur quadratique moyenne
RMSE et est illustré par le code couleur. Les deux figures correspondent aux deux combinaisons
(o, 6ppr+) des deux vallées d’optimaliteé.

Fig. 5.12 et 5.6). Les figures (5.13) et (5.14) présentent respectivement, en fonction de (5,7),
Pévolution de la moyenne p et du CV optimaux pour les deux combinaisons («, dpgr+) opti-
males. Enfin, une combinaison (3, ) est choisie pour chacune des deux combinaisons («, dpgr+)
et pour laquelle le score, la moyenne p et le C'V sont similaires & ceux trouvés dans la partie
ou le modele RRCT a été couplé a I’équation différentielle de DET* uniquement, afin de voir
I’ajustement obtenu avec le modéle global couplant le modéle RRCT au modéle de I'apoptose
et le comparer au premier illustré sur la figure (5.10).

Ainsi, pour («; dppr+)=(0,25;0,25), le jeu de paramétres choisi est (3;v)=(22387,21; 2511, 89),
et parallélement, pour (a;dprr+)=(63,09;0,5), le jeu (5,~v)=(17782,8;1258,92). 1l est & noter
que pour les combinaisons précédentes, quand « (taux d’activation de DET par les M FP) di-
minue, (3 (taux d’activation des C3* par les C9*) et v (taux d’activation des C'9* par les C'3¥)
augmentent pour reproduire les mémes données de fraction de survie. Les courbes de fraction
de survie résultantes de ces deux jeux de paramétres sont exposées dans la figure (5.15), et en
comparaison a la figure (5.10), les courbes obtenues sont trés similaires. L’accord des résultats de
reproduction des données entre la premiére partie ol le RRCT a seulement été couplé a ’équa-
tion différentielle de DET* et la deuxiéme ou il a été couplé au modeéle apoptotique complet
confirme que le mécanisme de seuil sur DET* détermine le destin cellulaire dans le modéle de
la voie apoptotique intrinséque.
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FIGURE 5.13 — Variation de la moyenne p de la distribution initiale des HSP optimale
en fonction des paramétres (3,7) du modéle de ’apoptose. La moyenne p est optimi-
sée par MINPACK pour chaque combinaison (3,7). Les deux figures correspondent aux deux
combinaisons («, dppr+) des deux vallées d’optimalité.
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FIGURE 5.14 — Variation du CV de la distribution initiale des HSP optimale en fonc-
tion des paramétres (3,7) du modéle de ’apoptose. Le CV illustré par le code couleur
est calculé & partir de la moyenne p et de l’écart-type o optimaux fixés par MINPACK pour
chaque combinaison (f8,7). Les deux figures correspondent aux deux combinaisons («, dppr+)
des deux vallées d’optimalité.

=)
(=)
=)

——

|

9

o 1o} ] ]

Z 1 41°C
3 : ; ila2°c
()

T 0.1} ) ]

c 45°C
(=)

= 0.01}] i A

(O]

©

1 9

L.

0 1 2 3 4 50 1 2 3 4 5
Durée du stress (h) Durée du stress (h)

FIGURE 5.15 — Ajustement des données de [1] avec les combinaisons («,dpgr+, 5,7)-
Les points représentent les mesures expérimentales et les courbes les résultats de simula-
tion, le code couleur représente les températures maximales du stress thermique appliqué. A
gauche («;dppr+;5;7)=(0,25; 0,25; 22387,21; 2511,89). A droite : (a;dpprr+; 5;7)=(63,09;
0,5; 17782,8; 1258,92). A comparer avec la figure (5.10).
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5.7 Variabilité de la concentration de XIAP

Une autre piste & explorer concerne la différence des niveaux de la protéine ainti-apoptotique
XIAP entre les cellules de la colonie. En effet, cette protéine inhibe les caspases initiatrices et
effectrices, et il est intuitivement acceptable qu’une concentration élevée de XIAP favorise la
survie cellulaire. De plus, une étude a rapporté que la variabilité des niveaux de cette protéine
peut atteindre un C'V de 0,6 dans les cellules cancéreuses du colon [93]. Nous partons ainsi
de ’hypothése que la variabilité entre les cellules en termes de concentration de XIAP peut
expliquer le phénoméne de mort fractionnelle suite & un stress thermique. Il est néanmoins a
noter que cette hypothése est simplifiante, car méme dans le cas ou la concentration de X/AP
est suffisante pour arréter le processus de 'apoptose, et si les dommages sont assez importants,
d’autres mécanismes de la mort cellulaire peuvent éventuellement prendre le relais [84].

Dt au fait que la dynamique de XIAP dans le modeéle global est plus rapide que celle des
protéines du réseau RRCT, notamment les HSP, une variation sur les conditions initiales ne
peut pas étre suffisante pour reproduire les données de mort fractionnelle, car le systéme re-
vient rapidement vers son point fixe correspondant & la concentration de référence de XIAP du
point fixe & 37°C. Une solution & ce probléme est de faire varier le taux de synthése de cette
protéine de maniére & introduire une distribution normale logarithmique sur sa concentration,
distribution qui sera optimisée par la suite pour 'ajustement des données. De cette maniére,
la différence des niveaux de XIAP peut étre conservée tout au long de la simulation. Mis a
part ce changement, la méme méthodologie que pour les HSP précédemment est utilisée, en
commengant par une fixation des parameétres (3;v;9)=(5,01E 4 05; 707, 95; 0, 83). Ensuite, pour
chaque combinaison (o, dppr+) fixée par balayage logarithmique des valeurs, I’algorithme trouve
la distribution optimale de XIAP reproduisant au mieux les données de mort fractionnelle (en
prenant comme critére de mort cellulaire une fraction élevée de la C8*). La figure (5.16) pré-
sente le score d’ajustement pour les différentes combinaisons («, dpgr+). Une vallée optimale
des combinaisons est clairement distinguable sur cette figure (plus le score est bas, meilleur est
l’ajustement) et correspond & des valeurs basses du paramétre a.
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FIGURE 5.16 — Score d’ajustement des données de [1] en fonction des combinaisons
(o, 0pET+). Le score est calculé par une fonction d’erreur quadratique moyenne RMSE : plus
le score est élevé, moins bonne est la reproduction des données expérimentales. L’existence
d’une seule vallée d’optimalité est constatée. Les parameétres (f;+;d) sont fixés a (5,01F +
05;707,95; 0, 88) respectivement.
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Comme pour le cas de la variabilité sur les niveaux des HSP, les fractions de survie en fonction
des combinaisons («,dpgr+) dans les conditions normales & 37°Csont également vérifiées, en
prenant toujours comme critére de mort un niveau élevé de la C38% et avec (f;7;0)=(5,01E +
05;707,95;0,88). La figure (5.17) présente le résultat de ces simulations, qui montrent que dans
la vallée d’optimalité de la figure (5.16), la fraction de survie a 37°C est trés proche de 100%. 11
est donc possible, a priori, de choisir n’importe quelle combinaison dans cette vallée. Mais avant
de faire cela, il est important de regarder également 1’évolution de la moyenne p et du C'V des
distributions optimales de XJAP en fonction des combinaisons («, dppr+) (Fig. 5.18 et 5.19).
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FIGURE 5.17 — Fraction de survie cellulaire & 37°C en fonction des combinaisons (a,
dper+). La fraction de survie résulte des distributions optimales de XIAP pour ’ajustement
des données et correspondant a chaque combinaison (a, dppgr+). Cette fraction est trés proche
voire égale a 100% dans la totalité de la vallée d’optimalité de la figure (5.16).
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F1GURE 5.18 — Moyenne u de la distribution optimale de XIAP en fonction des com-
binaisons («, dpgr+). Pour chaque combinaison («, dppgr+), une optimisation par balayage
puis par MINPACK fixe les valeurs de la moyenne et de I’écart-type de la distribution optimale
de XIAP.
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FIGURE 5.19 — CV de la distribution optimale de XIAP en fonction des combinaisons
(ay dppr+). Pour chaque combinaison (o, dppr+), le CV optimal est calculé a partir de la
moyenne et de 'écart-type de la distribution optimale (pour 'ajustement des données) de XIAP.
Le code couleur est en échelle logarithmique.

0.001

La figure (5.19) montre que le CV varie trés peu (=~ 0,5) dans la vallée d’optimalité. La
moyenne u d’un autre coté varie significativement (dans I'intervalle approximatif [5x 10720, 2|)
dans cette vallée (Fig. 5.18). Pour définir les courbes de fraction de survie, la combinaison de
parameétres (o, dppr+) choisie dans la vallée d’optimalité doit donc satisfaire un compromis entre
le score d’ajustement et la moyenne p de la distribution de X7AP. Le choix est finalement porté
sur la combinaison (o; §ppr+)=(6,31 x 1073;0,31) présentant un C'V de 0,57 et une moyenne
wde 0,1 (10% de la concentration de référence). La figure (5.20) montre les courbes de fraction
de survie résultant de ce jeu de paramétres et de la distribution de XIAP correspondante, qui
est elle représentée sur la figure (5.21).
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FIGURE 5.20 — Ajustement des données de [1] avec (a;dprr)=(6,31 x 1073;0,31). Les
points représentent les mesures expérimentales et les courbes les résultats de simulation, le code
couleur représente les températures maximales du stress thermique appliqué.
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FiquRrE 5.21 — Distribution optimale de XIA P. Cette distribution est optimale pour le jeu
de paramétres (a; dppr+)=(6,31 x 1073;0, 31).

Sur les courbes de survie cellulaire de la figure (5.20), il est constaté qu’une variabilité entre
les cellules d’'une colonie introduite au niveau de la concentration de la protéine XIAP permet
un bon ajustement des données en ce qui concerne les stress & températures maximales allant
de 43 & 45°C, mais n’est en revanche pas suffisante pour reproduire les données impliquant les
températures plus basses (41 et 42°C) et pour lesquelles il n’y a quasiment pas de mort cellulaire.
Ceci est dii au fait que la concentration des protéines HSP ne varie pas entre les cellules dans
ces simulations et suit I'évolution quantitative dictée par la dynamique "normale" du modéle
RRCT (Fig. 5.3,il n’y a pas de mort a 41 et 42°C, pour a« = dppr- = 1), mais également & cause
de la valeur basse du parameétre «. La robustesse de ces résultats en fonction des paramétres
du modele de l'apoptose (8,7,6) est ensuite vérifice. Pour ce faire, les parameétres (a;dppr+)
sont fixés a (6,31 x 1073;0,31) et les combinaisons (3,~,d) permettant une bistabilité irréver-
sible sont balayées. Les simulations montrent que le score d’ajustement, le C'V, et la moyenne
de distribution p optimaux varient tres légérement en fonction des paramétres du modéle de
Papoptose et sont présentés dans la figure (5.22).

Pour résumer, selon le modéle global, une variabilité sur la concentration des HSP nécessite
soit un C'V soit une moyenne de distribution élevés pour pouvoir ajuster les données de mort
fractionnelle suite au choc thermique. De son coté, la variabilité des niveaux de XIAP permet
d’ajuster les données des hautes températures (43 °C et plus) avec un C'V treés raisonnable, mais
ne reproduit pas les données obtenues avec des températures plus basses. Notre hypothése qui
guidera la future continuation de cette étude est qu'une variabilité simultanée des concentra-
tions de ces deux protéines permettra peut-étre une compensation qui aboutira par un meilleur
ajustement faisant intervenir des distributions plus acceptables biologiquement.
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FiGURE 5.22 — Variation du score, du CV et de la moyenne de distribution p optimaux
en fonction des parameétres (/3,7) du modéle de I"apoptose. Pour ces simulations, les
parameétres a et Sppr+ sont fixés & 6,31 x 1072 et 0,31 respectivement.
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5.8 Discussion

Dans cette partie, le modéle de I'apoptose cellulaire & réponse binaire précédemment déve-
loppé a été couplé au modéle RRCT pour obtenir un modéle global décrivant la réponse au stress
thermique d’une cellule unique. Le but était d’étudier I’éventuelle implication de la variabilité
des niveaux de protéines entre cellules d’'une méme colonie dans la différence de destin cellu-
laire [100] (mort fractionnelle) en réponse au choc thermique. Ainsi, en procédant au couplage
des deux modéles et en y injectant une variabilité des concentrations des protéines HSP puis
XIAP suivant une loi normale logarithmique, la fonction de survie probabiliste (Eq. 5.8) utilisée
dans le chapitre 2 a été remplacée dans la détermination de la fraction cellulaire survivante au
stress thermique. Cependant, bien que les paramétres du modéle RRCT ont été estimés a partir
de données expérimentales [122], les paramétres du modeéle de apoptose ont eux été fixés sous
une seule contrainte qui est la génération d’une bistabilité irréversible. Ceci fait que le modéle
global couplant ces deux modéles est de nature qualitative.

Dans un premier temps, une variabilité entre les cellules a été introduite au niveau de la
concentration initiale des protéines chaperons HSP [94]. Les paramétres de la distribution des
HSP ont été ensuite optimisés en fonction des combinaisons de paramétres du réseau apoptotique
pour reproduire au mieux les données de mort fractionnelle en réponse & un stress thermique
de [1]. Qualitativement, les résultats montrent que la variabilité des protéines chaperons peut
engendrer de la mort fractionnelle, et les courbes de survie cellulaire obtenues sont suffisamment
fideles aux données & ajuster. Cependant, d’'un point de vue quantitatif, la reproduction de ces
données requiert un CV ou une moyenne de distribution initiale des HSP élevés et peu raison-
nables biologiquement. Ainsi, selon le modeéle, la distribution des chaperons expérimentalement
mesurée n’est pas suffisante pour expliquer les données de mort fractionnelle de [1]. L'une des
potentielles explications de ce résultat est I’absence de toute autre source de variabilité dans le
modéle pouvant accentuer la différence de réponse en compensant une distribution des chaperons
moins large et avec une moyenne moins élevée.

Dans un second temps, la reproduction des mémes données expérimentales a été tentée en
injectant cette fois-ci une variabilité sur les niveaux de la protéine anti-apoptotique XIAP [93].
Ce faisant, les données de survie correspondant aux températures élevées (43°C et plus) ont pu
étre ajustées avec un C'V de distribution trés raisonnable biologiquement, mais pas les données
résultant des températures les plus basses (<43°C). En considérant ’ensemble des résultats de
I’étude, 'une des pistes a explorer & 'avenir est I'introduction d’une variabilité sur les niveaux
des chaperons et de XIAP simultanément, ce qui pourrait potentiellement donner des distri-
butions optimales plus cohérentes avec les mesures expérimentales. Par ailleurs, l'introduction
d’une variabilité dynamique a travers la stochasticité des procédés de synthése et de dégrada-
tion (bruit intrinséque) engendrant des fluctuations des niveaux des protéines peut également
s’avérer plus appropriée pour la problématique de la mort fractionnelle [167].
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Chapitre 6

Modélisation générique de la réponse
cellulaire aux stress transitoires

6.1 Introduction

Les stress auxquels la cellule doit constamment faire face sont caractérisées par diverses dy-
namiques et des échelles de temps variables. Elle y répond en activant ses réseaux de réparation
des dommages induits par ces stimuli dans le but de survivre, ou au contraire, en activant les
voies de la mort en fonction de la sévérité du stress et de I’état de la cellule au moment o1 elle y
est exposée. L’extréme complexité de ces réseaux intracellulaires donne un caractére non-linéaire
a la réponse de la cellule aux signaux (perturbation des conditions) de son environnement. Les
réponses d’adaptation et de résistance au stress sont les plus intéressantes d’un point de vue
thérapeutique, et la compréhension de leurs mécanismes requiert ’étude des circuits biologiques
qui les orchestrent.

Les propriétés dynamiques de ces circuits sont expérimentalement mises & ’épreuve par I'ap-
plication de stress ayant des profils dynamiques différents tels que des sinusoides, des impulsions
ou encore des rampes [199-201|. Les approches de fractionnement de dose, de modulation de
Pamplitude-durée du stress et du débit de dose ont également été utilisées [1,202]. De ces études,
il a été établi que la létalité d’un stress dépend significativement de sa forme temporelle, mais le
lien avec les caractéristiques des réseaux de réponse du systéme exposé reste encore a élucider.
D’autre part, les modéles dosimétriques a 'image du CEM43 pour le choc thermique ou encore
du modéle linéaire quadratique pour les radiations ionisantes lient directement le stress de par
ses parametres (durée, intensité, débit de dose...) a la survie cellulaire dans un cadre d’iso-effet
biologique [203], sans expliciter clairement les mécanismes intracellulaires corrélant les deux.

La réponse cellulaire de survie/mort issue d’une exposition a des stress thermiques de dif-
férents profils temporels, notamment, de forme rectangulaire (impulsion) avec des durées et
intensités variables a été étudiée dans les chapitres précédents, et 'impact de la forme tempo-
relle du stress sur la survie cellulaire a été mis en évidence. Dans cette partie des travaux, nous
nous proposons d’étudier la variation de la vulnérabilité cellulaire face au stress transitoires de
forme impulsionnelle par modulation de leurs durées et intensités, cependant, non pas a partir
des courbes de survie, mais a travers ’analyse des courbes iso-effet qui en résultent. Pour ce faire,
un modele dynamique faisant intervenir les processus d’induction des dommages, de réparation
et de mort, caractérisés par des échelles de temps significativement différentes, est utilisé.

Dans ce modele, et sous des conditions de stress, les dommages induits activent deux voies
antagonistes : une voie de réparation des dommages basée sur un mécanisme de rétroaction né-
gative, et une voie de mort cellulaire programmeée impliquant une boucle de rétroaction positive.
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1l prédit qu’en fonction des combinaisons durée-intensité donnant un iso-effet biologique, quatre
régimes de réponse avec des sensibilités différentes peuvent émerger, et sont ajustables par des
lois de puissance liant 'amplitude du stress a sa durée [204|. Ce constat nous met sur la piste de
Pexistence d’un profil dynamique de stress optimal pour chaque systéme biologique, qui serait
dépendant des échelles de temps et des taux de régulation régissant les mécanismes impliquées
dans ce systéme.

6.2 Modéle générique de la réponse cellulaire au stress

Dans le but de construire un réseau générique de la réponse cellulaire aux différents types de
stress, les réseaux correspondant a chaque type de stress doivent étre simplifiés tout en gardant
les caractéristiques régulatrices communes. En effet, indépendamment de la nature du stress, les
dommages induits activent les voies de réparation ainsi que les voies de mort programmeée, tou-
tefois, par le biais de différentes molécules et cascades de réactions biochimiques. Par exemple,
le choc thermique augmente la concentration des protéines dénaturées, qui sont réparées par
les protéines chaperons HSP déja présentes mais également produites en réponse & I’élévation
de température via une régulation transcriptionnelle par leur facteur de transcription HSF1.
Parallélement, les dommages induits par le stress thermique peuvent initier la voie apopto-
tique [186,187]. Pour le cas des radiations ionisantes, elles induisent principalement des cassures
simple-brin et double-brin & I’ADN, ce qui active les mécanismes de réparation régulés par ATR
et ATM [205]. L’activation de P53 suite & la détection des cassures double-brin entraine ’arrét
du cycle cellulaire et éventuellement ’apoptose si les dommages sont trop importants [151].

Ces réponses cellulaires au stress peuvent étre simplifiées en considérant que les dommages
induits, et proportionnels & la sévérité du stress, activent les mécanismes de réparation qui tentent
alors de les maitriser avant qu’ils ne s’accumulent suffisamment pour enclencher le processus
irréversible de la mort programmeée via les espéces pro-apoptotiques. La figure (6.1) expose des
schémas représentatifs de la réponse au stress thermique, aux radiations ionisantes et un schéma
générique basé sur nos approximations.

A| choc |B]Radiations Cl s

thermique ionisantes

FIGURE 6.1 — Schémas représentatifs des réponses cellulaires aux stress. A- Réponse
cellulaire au stress thermique induisant une augmentation des protéines dénaturées (MFP) et des
protéines chaperons HSP via une régulation transcriptionnelle par HSF1. B- Réponse cellulaire
aux radiations ionisantes induisant des cassures double-brin DSB qui activent les processus de
réparation de VADN (DDR, pour DNA Damage Repair) régulés par ATM. C- Schéma générique
de la réponse impliquant le stress (5), les dommages (D), les espéces réparatrices (R) et les
espéces pro-apoptotiques (A). Les fleches (=>) indiquent une activation, et les fléches (=|) une
inhibition.

En partant de ces approximations, un modéle générique peut étre construit en considérant
?
que :
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1. Les espéces réparatrices sont déja présentes dans les conditions normales, et sont activées
par les dommages induits sous conditions de stress.

2. Les espéces réparatrices activées maitrisent les dommages et forment ainsi une boucle de
rétroaction négative avec ces derniers.
3. Une accumulation importante des dommages enclenche irréversiblement la boucle de ré-
troaction positive des espéces pro-apoptotiques, ce qui entraine la mort cellulaire.
Ces principes sont utilisés pour créer un réseau de réactions biochimiques dont les variables sont

le stress (5), les dommages (D), les espéces réparatrices (R), et les espéces pro-apoptotiques (A)
(Table. 6.1).

TABLE 6.1 — Liste des réactions biochimiques et des taux correspondants

# | Reéaction biochimique | Taux de | Définition
réaction

R1 S — S+D bpS Taux d’induction de D par S
R2 o — R br Taux de production basale de R
R3|R+D — R dpR Taux de dégradation de D par R
R4 aD — R+aD | bpgr Taux de production de R régulée par D
R5 R — 0 dr Taux de dégradation de R
R6 A — 0O da Taux de dégradation de A
R7 D — A+4+D |bpa Taux de production de A régulée par D
RS8 0o — A baa Taux de production de A

Ce réseau est ensuite traduit en un systéme d’équations différentielles couplées en utilisant
la loi d’action de masse :

%D = bpS(t) — dpRD
d
—R =br +bprD® — dgrR
dt
d 2
&A:bDAD—FbAAm—dAA (6.1)
En normalisant les temps (¢ = ¢ d4) et les variables (X "= X/Xj) dans le but de réduire le
nombre de paramétres et en posant : Sy = RODOdD , R + bDR DO‘, D = dz?%o’ TR = Z—;,
K= AQ, Dy = , Ag = bAA, 8= ;}fﬁ Dg, le systeme sulvant est ﬁnalement obtenu :
LD = () — RD
dt
R R = (1- )+ BD° -
dt
2
%A—aD—i— j_lAz_A (6.2)

ol les paramétres Tp et 7 désignent les échelles de temps des dommages et des espéces répara-
trices respectivement, § (€ [0, 1]) quantifie I'intensité de de la rétroaction négative et a définit
la non-linéarité (coopérativité si @ > 1 ou saturation si o < 1), o et xk déterminent les seuils
d’auto-activation des espéces pro-apoptotiques et de la transition vers I’état de mort. Ce modéle
présente une topologie relativement simple dans laquelle une boucle de rétroaction négative en
amont entre les dommages induits (D) et les espéces réparatrices (R), qui cible une réponse
d’adaptation homéostatique, est couplée & une boucle de rétroaction positive sur les espéces
apoptotiques (A) en aval dont la bifurcation enclenche un processus irréversible de mort.
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6.2.1 Dynamique et bifurcation

L’équation suivante est celle des points fixes des espéces pro-apoptotiques (A) et est constituée
d’un terme désignant une boucle d’auto-activation. Par une analyse de stabilité, il s’avére que la
boucle est capable de générer de la bistabilité pour des valeurs suffisamment petites de kK < (%)3,
et donne donc un état stable de survie (Af), un état stable de mort (Aj) et un état instable
(A%) (Fig. 6.2) :

(415D
At (g g(D))E 01

oD+ (D) =0 (6.3)

Une déstabilisation de I’état stable de survie est possible par le biais d’une bifurcation noeud-col
pour un certain seuil de dommages (Dgy) qui est fixé & 1 par le parameétre o. Conséquemment,
le systéme (6.2) se trouve au point fixe de bifurcation pour S =1 ot D* =1 et R* = 1. Cette
transition de ’état de vie vers I’état de mort est dite irréversible quand la bistabilité persiste
méme en absence de dommages (D = 0), ce qui est possible pour K < % d’aprés 'analyse de
stabilité du systeme |204].

Par ailleurs, il est pratique d’introduire un paramétre reflétant 'intensité de la rétroaction
positive en partant du point fixe instable A% dont la valeur correspondante & D = 0 définit un
seuil & dépasser pour que la mort soit irréversiblement engagée :

g

7= A (D =0) (6.4)
E(D=0)=(1_\/21_W) (6.5)
0.9 LIS R B B S R R R R B S R R B R R | ]
— * :
0.6} Ai :
A* _2
0312 |
A¥ I

0.0 —2r———+
0.0 025 05 0.75 1.0

D

FIGURE 6.2 — Digramme de bifurcation avec bistabilité irréversible. Les lignes pleines
noires représentent les états stables du systéme correspondant & la survie Afj et & la mort A7, la
ligne en pointillés rouge représente les états instables A%.

De son coté, le module de réparation des dommages implique quatre paramétres «, 3, Tp
et Tp qui caractérisent respectivement la non-linéarité, I'intensité et les échelles de temps de la
boucle de rétroaction négative. Il présente une dynamique amortie des dommages dont la forme
dépend des paramétres précédemment cités.
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6.2.2 Iso-effet et paramétres (durée-intensité) du stress

Un cas trés simple de stress transitoire S(t) est caractérisé par un profil dynamique rectan-
gulaire (impulsion) avec une durée 7" et une intensité S variables :

S(t) = SII(t,T) (6.6)

ou II(¢,T) = 1 pour 0 < t < T, et 0 autrement. Pour un stress de profil rectangulaire, il existe
une combinaison de 7" et S pour laquelle le réseau de réponse (systéme d’équations 6.2) converge,
pour des durées temporelles longues, vers le point fixe instable de la bifurcation qui sépare les
états de survie et de mort :

lim A(t) = Ag (6.7)

t—o00

Cette combinaison (S,T) dépend du jeu de paramétres du réseau p' = {«, 3,7, 7p, Tr}. Donc,
I'iso-effet peut étre représenté par une fonction f liant 'intensité du stress .S a sa durée T' comme
suit :

S=f(T,oB,v 7D, TR) (6.8)

Cette combinaison peut étre déterminée par intégration du systéme d’équations (6.2) couplé a
I’équation (6.6) avec une condition limite donnée par I’équation (6.7). L'un des buts de Iétude
est de voir si la fonction f précédente suit une loi de puissance d’exposant b par rapport a la
durée T' (b = 1 correspond a la régle Haber [206]) :

T
f(T)
En outre, et par souci de pertinence biologique, une contrainte sur les échelles de temps régissant

les dynamiques des dommages, des espéces réparatrices et des espéces pro-apoptotiques est
introduite dans le systéme d’équations (6.2) telle que :

b(T) = orf(T) (6.9)

m<TR<TA=1 (6.10)

Pour différents types de stress, ces échelles de temps peuvent étre estimées a partir des
données expérimentales de la dynamique de réponse. En effet, la mort par voie apoptotique
est typiquement initiée a partir de 1h et jusqu’a 8h pour plusieurs inducteurs [100,207]. A
titre de comparaison, 1’échelle de temps d’induction des dommages peut étre beaucoup plus
rapide, de l'ordre de quelques millisecondes pour le HoO9 induit par stress oxydant [208], de
quelques minutes pour les protéines dénaturées induites par le stress thermique [122], et moins
d’une heure pour les dommages de ’ADN induits par les radiations ionisantes [209]. Et enfin,
I’échelle de temps de ’activation des espéces réparatrices induite par le stress peut étre estimée
a partir du temps nécessaire pour que ces derniéres atteignent leur niveau maximal, qui est par
exemple de quelques dizaines de minutes & quelques heures pour les mécanismes de réparation
de PADN [210], et de quelques heures pour l'activation des HSP [211].

6.3 Lois de puissance de la relation iso-effet

Dans cette partie, I’hypothése stipulant que les parameétres de régulation et les échelles de
temps qui caractérisent le systéme peuvent moduler sa sensibilité face & un stress transitoire et
que cette modulation peut étre démontrée par le calcul de la relation iso-effet S*(7") dans le
cas d’un stress de profil rectangulaire est explorée. En considérant une séparation des échelles
de temps telle que 7p = 1070 et 7 = 1073, les courbes S*(T) présentant un iso-effet sont
définies par un balayage de 'espace & deux dimensions des profils de stress (S,T") en cherchant
les combinaisons pour lesquelles la condition définie par 1’équation (6.7) est satisfaite. Pour
une rétroaction négative suffisamment forte (8 > 0), ces courbes iso-effet S* = f(7') montrent
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clairement quatre régimes (R; — R4) en fonction de la durée du stress T' (Fig. 6.3), et il reste
& déterminer les lois de puissance les ajustant. Pour les trois premier régimes, I’hypothése clé
stipulant que 7p << 7p << 1l et T' << 1 implique que l'accumulation des dommages induite par
le stress transitoire retourne a son niveau basal avec une échelle de temps plus rapide que celle
régissant la dynamique des espéces pro-apoptotiques. Il s’en suit que, si le stress et les dommages
induits sont suffisamment sévéres, ils entrainent une augmentation des espéces pro-apoptotiques
qui dépend principalement de l'intégrale temporelle des dommages A(t' < T) ~ o fg, D(t)dt
et qui atteint éventuellement le seuil AY initiant irréversiblement la mort. Pour un stress de
profil dynamique rectangulaire, la relation iso-effet S* = f(T') peut étre déterminée en résolvant
Péquation (6.7) :

/TD(t)dt + /OOD(t)dt ~As - (6.11)
0 T g

Mort
lim A(t)=A,
t—->00

Survie
t—»00

] ] | |
10° 10> 10° 10

FIGURE 6.3 — Courbe iso-effet S* = f(T') décrite par quatre régimes distincts. La courbe
noire représente la relation d’iso-effet S* = f(T') avec régulation (5 # 0). La ligne en pointillés
grise désigne le cas de référence (5 = 0) de I'’équation (6.14). Les lignes en pointillés rouge, bleue,
verte et jaune représentent les ajustements des quatre régimes. La courbe iso-effet a été obtenue
pour le jeu de parameétres suivant : 7p = 1075, 75 = 1073, B3 =1, k = 0,2, 0 = 0,052987 et
a=20,5.

Dans I’absence d’une rétroaction négative (8 = 0), les espéces réparatrices peuvent étre
supposées comme étant dans leur état stationnaire R = R* = 1, et ce, peu importe la sévérité
du stress et des dommages induits. De ce fait, ’équation différentielle des dommages dans le
systéme (6.2) devient (TD%D = S(t) — D), dont lintégration donne :

DO <t<T)=51—exp ¥/™) (6.12)
D(T < t) = S8(1 —exp 1/™) exp~t=T)/> (6.13)

Conséquemment, l'équation (6.11) donne :
Sp=0 = (vT)™" (6.14)

La relation iso-effet S* = f(T') de ce cas-ci (sans rétroaction négative) définie par I’équation
précédente, est prise comme référence pour la suite de I’étude.
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6.3.1 Régime R, : adaptation aprés un stress de trés courte durée

Dans des conditions de présence de régulation (8 # 0), la dynamique des dommages devient
plus compliquée et qualitativement différente dépendamment de la durée du stress T et des
échelles de temps 7p et 7. Le premier régime qui se distingue dans les courbes iso-effet S* = f(T')
correspond au cas ou la durée du stress est tellement courte que la réponse est dominée par la
dynamique des dommages et des espéces réparatrices aprés le stress. En d’autres termes, le
second terme de I’équation (6.11) domine le premier. Un stress d’intensité S suffisamment élevée
fait que la dynamique des espéces réparatrices R soit essentiellement décrite par leur régulation
par les dommages D mais seulement si :

5 <5T> o> 1-8 (6.15)
TD

Si cette condition est satisfaite (elle I’est au moins pour 5 = 1), la dynamique de relaxation
des dommages D(t) apres le stress, et donc aprés une augmentation de leur niveau de condition

initiale & D(T') = % (Fig. 6.4), est principalement décrite par le systéme réduit suivant :
d
<D=-RD
Pt
dp_gpe (6.16)
TR—R = .
Rat

La dynamique des dommages présente dans ce cas une relaxation décrite par une fonction hy-
perbolique (Fig. 6.4) résultante du systéme précédent :

1

@

QTR o sech2(K(tT+C2))> (6.17)

BTp

o) = (
La dynamique des espéces réparatrices découlant du méme systéme d’équations est décrite par :

R(t) = v/2C] tanh (K(t — T + C2)) (6.18)
avec K = %\/g

Les constantes C7 et Cy peuvent étre déterminées via les conditions initiales D(T) = % et
R(T) =1 -, donnant ainsi le résultat :
ST\ (1-p)?
TR D 2
™ |2 1-p
Cy = — 4/ =arctanh 6.19
T a Vo <\ﬁ2cl> (6.19)

Pour ce premier régime, la relation iso-effet S* = f(T') peut étre déterminée en injectant 1’équa-
tion de la dynamique des dommages (6.17) dans ’équation (6.11), et nous obtenons finalement
(pour le cas 3 = 1 satisfaisant la condition 6.15) [204] :

1

2 Té_a @ -1

ot B(X,1) est la fonction Beta définie par :

a’

Bla,y) = /01 11— )la (6.21)

Donc, dans le régime Ry, et en comparaison au cas de référence sans rétroaction négative (5 = 0)
de I'équation (6.14), la dose létale reste proportionnelle au produit de U'intensité du stress et de
sa durée, mais peut étre augmentée ou diminuée en fonction des paramétres de régulation.
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F1GURE 6.4 — Dynamique des dommages et des espéces réparatrices dans le régime
R; (stress de durée trés courte). La ligne pleine désigne la dynamique des dommages D, la

ligne en pointillés représente celle des espéces réparatrices R. La zone grise représente le profil
temporel du stress.

6.3.2 Régime R, : adaptation transitoire & un stress de courte durée

Dans le régime Ry, la durée du stress est suffisamment longue pour que la contribution
dominante des dommages soit celle de leur accumulation durant le stress (Fig. 6.5), c’est a
dire que le premier terme domine le second dans I’équation (6.11). Cependant, la durée n’est
pas suffisamment longue pour que les dommages atteignent leur valeur du point fixe D*(S5).

La dynamique des dommages dans ce cas peut étre approximée par son expression de I'état
quasi-stationnaire :

D(t) = th) (6.22)
BT T
z/”” 720
2 ,’,’ -

D(t) x10°

| 4 | 4— O
10 2x10
(

F1GURE 6.5 - Dynamique des dommages et des espéces réparatrices dans le régime R»
(stress de durée courte). La ligne pleine désigne la dynamique des dommages D, la ligne en

pointillés représente celle des espéces réparatrices R. La zone grise représente le profil temporel
du stress.

Il s’en suit que la dynamique des espéces réparatrices supposée lente est décrite par :
d S\“
dp_ B (2 (6.23)
dt TR \ R
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Ainsi, 'intégration de la dynamique lente des espéces réparatrices donne une solution analytique
de la dynamique transitoire de D(t) durant le stress :

- (547)
D(t) = ((aff)ﬁt> (6.24)

Enfin, en injectant l’équation (6.24) dans l'équation (6.11), il est possible de déterminer la
relation iso-effet correspondant au régime Ry :

Spo = <( " p ) 7= (6.25)

a+ 1)ayetlrg

Il est & noter que pour le cas particulier ot @ = 1, nous obtenons :

) 71 (6.26)

Skr1 = Sgr2 =
R1 R2 <2727R

6.3.3 Régime R; : adaptation stationnaire & un stress de courte durée

Dans le régime R3, la durée du stress est suffisamment longue pour que D soit trés proche de
son point fixe D* durant la quasi-totalité de exposition (Fig. 6.6). Par conséquent, 1’équation
(6.11) donne :

/ ' D*(S)dt = TD*(S) =~* (6.27)
0
Et donc : 1

D*(S) = T (6.28)

100-"""""'I"'|---|---L

D(t), R(t)

F1GURE 6.6 — Dynamique des dommages et des espéces réparatrices dans le régime
R3. La ligne pleine désigne la dynamique des dommages D, la ligne en pointillés représente celle
des espéces réparatrices R. La zone grise représente le profil temporel du stress.

D’autre part, la condition du point fixe (%D = %R = O) implique que :
S
1-— D*(S8))* — =0 6.29
(1-8)+BD"S) - pirg, (6.:29)

En injectant l'équation (6.28) dans I’équation (6.29), une relation iso-effet composée de deux lois
de puissance est obtenue :

Srs = B(YT) ™+ (1= B) (WD)~ (6.30)
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Le premier terme de cette relation qui désigne l'effet de la rétroaction négative domine pour des
valeurs de 3 suffisamment élevées (> B = (14 (vT)~%)~!). En outre, si 8 = 0, nous retrouvons
bien la relation iso-effet de référence précédemment présentée (Eq. 6.14).

6.3.4 Régime R, : adaptation a un stress de longue durée

En ce qui concerne le dernier régime, la durée du stress est suffisamment longue pour que
le systéme atteigne son point fixe R* = D* =1 et A = AY(D = 1), impliquant ainsi un stress
S = 1. Il est a noter que dans ce régime, la relation iso-effet S* = f(7') ne dépend donc plus des
échelles de temps et des paramétres de régulation du systéme.

6.4 Effets des paramétres de régulation sur la relation iso-effet

Comme il a été précédemment montré, les relations iso-effet S* = f(1') des trois premiers
régimes dépendent des paramétres du systéme et de ses échelles de temps (Eq. 6.20, 6.25 et
6.30). Nous nous proposons donc de regarder comment cette relation varie en fonction de ces
parameétres, en prenant toujours comme référence le cas ot la rétroaction négative est absente
(8 = 0) (Eq. 6.14). En ce qui concerne le quatriéme régime, cette variation de parameétres ne
change rien.

6.4.1 Effet de la variation de [ sur la relation iso-effet

Dans un premier temps, I'intérét est orienté vers le parameétre S désignant l'intensité de la
rétroaction entre les dommages et les espéces réparatrices. Des simulations ol ce paramétre varie
entre 0 et 1 sont réalisées, et la courbe iso-effet S* = f(T') correspondant a chaque valeur est
enregistrée. La figure (6.7) présente les résultats de cette premiére opération. Il y est facilement
constatable que les trois premiers régimes vont temporellement s’étendre ou rétrécir en fonction
du paramétre 3. Le code couleur montre par ailleurs que le systéme devient plus résistant au
stress quand 8 augmente, ce qui est logique vu qu’en augmentant ce paramétre, les espéces
réparatrices sont activées plus rapidement par les dommages.

FI1GURE 6.7 — Effet du paramétre [ sur les régimes de la relation iso-effet. Les échelles
de S et de T sont logarithmiques, le code couleur représente la quantité log (%) Pour ces

simulations numériques, «, T et Tp ont été respectivement fixés a 0,5, 1073 et 1076,
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6.4.2 Effet de la variation de 7z sur la relation iso-effet

A présent, nous nous intéressons au paramétre désignant 1’échelle de temps des espéces répa-
ratrices 7g. Pareillement que pour /3, des simulations de variation de ce parameétre entre 1076 et
1 donnent les courbes iso-effet pour chaque valeur. La figure (6.8) expose les résultats, et tout
comme le cas précédent, I'intervalle de durée caractérisant chaque régime varie en fonction de 7.
Quand 7 augmente, la dynamique des espéces réparatrices devient plus lente, il s’en suit que le
systéme devient plus sensible au stress car les dommages ont plus de temps pour s’accumuler.

10 Log —S __
g S(B=0)
10

> 10 TR

10

FIGURE 6.8 — Effet du paramétre 7 sur les régimes de la relation iso-effet. Les échelles
sont logarithmiques, le code couleur représente la quantité log (%) Pour ces simulations

numériques, a, § et Tp ont été respectivement fixés 4 0,5, 1 et 1076,

6.4.3 Effet de la variation de «a sur la relation iso-effet

Enfin, nous faisons varier le paramétre « entre 0 et 2. Pour rappel, @ < 1 décrit une saturation
et a > 1 une coopérativité, régissant 'interaction entre les dommages et les espéces réparatrices.
La figure (6.9) montre la variation de 'allure de la courbe iso-effet en fonction de ce parameétre.
Le code couleur indique que le systéme devient plus résistant quand o augmente, car comme
pour 3, les espéces réparatrices sont activées plus rapidement dans ce cas.

Fiqurk 6.9 — Effet du paramétre « sur les régimes de la relation iso-effet. Les échelles
de S et de T sont logarithmiques, le code couleur représente la quantité log (%) Pour ces

simulations numériques, 3, T et Tp ont été respectivement fixés a 1, 1073 et 1075,
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6.5 Discussion

Dans cette étude, un modéle générique de la réponse cellulaire au stress est construit en se
basant sur une rétroaction négative entre les dommages et les espéces réparatrices, une auto-
activation des espéces pro-apoptotiques activées par les dommages, et avec une séparation des
échelles de temps. Le but était de regarder la maniére avec laquelle I'iso-effet biologique, considéré
ici comme étant un niveau d’espéces pro-apoptotiques suffisant pour atteindre le seuil de mort,
dépend de la combinaison de paramétres intensité-durée définissant le stress. Nous avons constaté
I’existence de quatre régimes de réponse qui ont été caractérisés par des lois de puissance, et qui
dépendent non seulement de 'intensité et de la durée du stress, mais également des paramétres
de régulation et des échelles de temps du systeme. Ces résultats suggérent que si le systéme
exposé est caractérisé avec précision en termes d’échelles de temps des acteurs clés et des taux
de régulation régissant leurs interactions, il est possible de trouver des combinaisons intensité-
durée du stress donnant une réponse optimale de survie ou de mort en modulant la sensibilité
du systéme. En outre, cette étude vient souligner de nouveau le fait que la forme temporelle du
stress impacte considérablement la réponse et le destin cellulaire.

92

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mohamed Tahar Ladjimi, Université de Lille, 2019

Conclusion

Nos travaux se focalisent sur la réponse cellulaire au choc thermique, et plus particuliérement
en termes de destin cellulaire (mort ou survie) résultant de 'exposition. Nous procédons par des
approches de modélisation des réseaux dynamiques intracellulaires de signalisation orientant la
réponse. Notre méthodologie se base sur une boucle de rétroaction entre modélisation et expéri-
mentation, permettant une ameélioration continue de nos modéles et de leur aspect quantitatif.

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps a l'effet de la forme temporelle du stress
thermique sur la survie cellulaire. Un modéle dynamique de la survie cellulaire au stress ther-
mique a été construit en combinant un modéle de réseau biologique [122] & une équation de
population. Les résultats des simulations, qui ont été par la suite validés expérimentalement,
montrent que pour une meéme dose thermique déterminée par le CEM43 |16, une rampe de
montée de température raide peut étre, pour certaines doses, deux fois plus létale qu'une rampe
de montée plus lente, phénoméne que nous désignons sous le nom d’effet d’asymétrie. Ceci sou-
ligne une fois de plus le fait que la 1étalité d’un protocole ne dépend pas uniquement de la durée
et de l'intensité du stress, point que le CEM43 ne considére pas.

Ce modéle dynamique de survie cellulaire a par ailleurs permis de mettre en lumiére le mé-
canisme régissant ’effet d’asymétrie constaté, ainsi que la brusque transition de la fraction de
survie cellulaire aux alentours d’une température spécifique observée dans les études dosimé-
triques de diverses lignées. Ce mécanisme s’est avéré étre la saturation des ressources cellulaires
de réparation des dommages induits par le choc thermique quand une température de seuil est
atteinte. Il est donc possible de modifier la létalité d’un protocole hyperthermique en modulant
cette température de seuil de saturation. Ce mécanisme constitue une limite intrinséque qui
dépend, entre autres, de 'état de la cellule (quantité disponible des ressources nécessaires a la
réparation des dommages) au moment ou le stress est appliqué.

En effet, dans notre premiére étude comportant les deux profils de stress triangulaires, 1’élé-
vation rapide de la température impliquant le dépassement du seuil sature le systéme de renatu-
ration des protéines endommagées de la cellule pour une certaine durée, méme si la température
revient en-dessous de ce seuil. Ce phénomeéne est désigné sous l'appellation de step-down hea-
ting [146-148|. En outre, les résultats de simulations montrent que pour un profil dynamique de
stress thermique quelconque, et & condition que la température maximale ne dépasse pas le seuil
de saturation, les fractions de survie sont équivalentes (absence d’effet d’asymeétrie) et le CEM/3
reste valide. Ceci démontre 1'utilité des modeéles dynamiques de survie cellulaire en comparaison
aux modéles dosimétriques, résidant dans la possibilité d’identification et la compréhension des
facteurs biologiques déterminant le destin cellulaire, ce qui peut considérablement améliorer la
qualité des prédictions concernant les stress de profils dynamiques variables et/ou irréguliers.

Dans un second temps, un modéle réduit essentiellement centré sur ce mécanisme de satura-
tion des espéces réparatrices a été dérivé du premier. Ce modéle réduit a bel et bien reproduit
les résultats obtenus avec le premier modéle, confirmant le réle central de la saturation dans
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leffet d’asymeétrie. Il a par la suite été utilisé pour vérifier la possibilité de modulation de la
létalité d’un protocole donné en modifiant le seuil de saturation par inhibition des protéines ré-
paratrices. Enfin, vu le caractére générique vis-a-vis de la réponse au choc thermique du modéle
réduit, nous avons essayé d’ajuster les données de survie cellulaire de cing lignées différentes, et
bien que le résultat soit encourageant, il reste préliminaire, et une continuation sur cet axe est
envisagée.

Un intérét particulier a ensuite été porté sur les mécanismes de la mort cellulaire par apop-
tose, et un modéle minimal a été construit, basé sur une bistabilité irréversible avec effet de seuil,
donnant une réponse binaire, de mort ou de survie & un stimulus. Ce modele a été développé afin
de remplacer ’équation de population et la fonction de mort probabiliste précédemment utili-
sées, dans la détermination du sort cellulaire. En couplant le modéle dynamique de la réponse au
stress thermique (RRCT) & ce modeéle de ’apoptose, et en y introduisant une variabilité cellulaire
au niveau des concentrations des protéines chaperons HSP puis de la protéine anti-apoptotique
XIAP, ’hypothése d'une éventuelle corrélation avec le phénoméne de la mort fractionnelle a
I'issue d’une exposition au choc thermique a pu étre explorée.

Qualitativement, les résultats montrent bien que la variabilité des protéines clés du réseau
peut expliquer la différence de réponse & un méme stress entre les cellules d’'une méme colonie.
Quantitativement, I’ajustement des données dans le cas d’une variabilité des niveaux de chape-
rons requiert soit une moyenne, soit un coefficient de variation élevés, et donc peu raisonnables
biologiquement. Ceci peut potentiellement étre expliqué par 'absence de toute autre source de
variabilité qui viendrait compenser une distribution des HSP moins large et dont la moyenne
est moins élevée. Dans le cas d’une variabilité des niveaux de XIAP, I'ajustement des données
pour les températures élevées (> 43°C) était possible avec un coefficient de variation de la dis-
tribution plus acceptable, mais les données relatives aux températures plus basses n’ont pas pu
étre reproduites. Ces résultats nous mettent sur la voie d’une éventuelle variabilité simultanée
des deux protéines citées qui pourrait possiblement reproduire les données de mort fractionnelle
avec des distributions plus biologiquement cohérentes.

Enfin, le comportement d’un modéle générique de la réponse cellulaire & des impulsions de
stress (toutes natures confondues) de différentes intensités et durées a été étudié [204]. Ce modeéle
se base sur des mécanismes de régulation entre dommages, espéces réparatrices et espéces apop-
totiques. Nous avons constaté que pour un iso-effet biologique, plusieurs régimes de sensibilité
au stress existent et dépendent des parameétres du stress (durée-intensité), des paramétres de
régulation du réseau et de ses échelles de temps. Ceci souligne l'existence de fenétres temporelles
présentant un certain ratio par rapport aux échelles de temps du systéme, et pour lesquelles
la, sensibilité au stress peut étre maximale ou minimale. Et pour un systéme donné dont les
paramétres et échelles de temps seraient suffisamment caractérisés, il serait donc théoriquement
possible de concevoir un protocole thérapeutique engendrant une réponse optimale.

Tous ces résultats mettent en évidence le fait que la réponse au stress et le destin cellulaire
résultant sont régis par des phénomeénes et des mécanismes biologiques que les modeles dosi-
métriques descriptifs & 'image du CEM43 liant effet observé a la dose totale du protocole,
bien que trés pratiques dans certaines limites, ne peuvent toujours élucider. Parallélement, les
modéles dynamiques qui sont généralement plus compliqués & développer, étudier et utiliser,
offrent la possibilité d’avoir une vision plus détaillée des réactions biochimiques orientant 1’issue
de 'exposition. Ils permettent ainsi de réaliser de meilleures prédictions, notamment, dans le cas
ol des inhomogénéités de diverses natures aussi bien liées au stress qu’au systéme le subissant,
viendraient compliquer la problématique, et de mieux caractériser les courbes dose-effet.
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Perspectives

Bien que ’hyperthermie soit aujourd’hui moins "populaire" en tant que thérapie anti-cancer
en comparaison & la radiothérapie, la chimiothérapie et 'immunothérapie, son impact positif
sur le rendement thérapeutique de ces derniéres quand elle est utilisée en combinaison est sans
appel. De ce fait, I’exploration des diverses pistes mécanistiques du point de vue biologique que
cette modalité de traitement propose ainsi que 'amélioration des techniques d’application et des
outils de dosimétrie peuvent s’avérer extrémement profitables.

Pour nos potentiels futurs projets, la problématique peut, dans un premier temps, étre centrée
sur la modélisation de 'effet de la variabilité des niveaux de chaperons entre les cellules d’une
colonie monoclonale sur la réponse au stress thermique, notamment, sur le destin cellulaire ré-
sultant, et, le cas échéant, sur le type de mort induit (apoptose/nécrose). Des expérimentations
de suivi du destin cellulaire au sein d’une colonie hétérogéne en termes de concentration des
HSP70 permettant la recherche d’'une possible corrélation sont nécessaires.

De plus, l'utilisation du modéle réduit de survie cellulaire pour I'ajustement des données re-
latives a différentes lignées (humaines et non-humaines) et ’exploration des éventuelles causes
pouvant provoquer les natures thermosensibles et thermorésistantes de ces lignées est également
envisagée. Le but étant de corréler ces natures aux différents jeux de paramétres du modéle
rendant possible la reproduction des mesures de fraction de survie, et régissant la dynamique
des dommages et le procédé de renaturation .

En ce qui concerne le modéle de réponse d’une cellule unique couplant le modéle RRCT et
le modéle de ’apoptose, une continuation idéale serait de procéder & sa calibration par des ex-
périences de mesure du temps de mort aprés exposition au choc thermique. Par ailleurs, une
modification du modéle de maniére & intégrer I'inhibition de 'apoptose par les HSP [51,194-197],
ou encore pour qu’il puisse générer de la tristabilité (3 états stables) englobant les états de sur-
vie, de mort par apoptose et de mort par nécrose, en introduisant deux mécanismes de seuil sur
le niveau des dommages, et éventuellement un mécanisme de compétition entre les deux types
de mort, est une idée attirante.

En outre, des travaux ont rapporté I’existence d’un solide lien entre le stress thermique et le
stress oxydant [47,212,213]. En effet, une exposition au stress oxydant ( H203) sensibilise les cel-
lules au stress thermique, alors qu’une exposition & un choc thermique sublétal peut augmenter la
tolérance cellulaire face a un stress oxydant ultérieur. La construction d’'un modéle englobant les
réponses cellulaires a ces deux stress et permettant ainsi la simulation du destin cellulaire résul-
tant de protocoles les combinant de diverses maniéres peut faire émerger des pistes intéressantes.

Enfin, le fractionnement de la dose thermique et la modulation des niveaux de chaperons
a travers le phénoméne de thermotolérance qui en résulte restent des questions & grand inté-
rét. Plusieurs études ont rapporté la surexpression des protéines HSP dans les cellules cancé-
reuses [214-216]. Nous émettons I'hypothése qu’il existe un protocole thermique (durée-intensité)
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optimal pour lequel les cellules tumorales n’ont pas besoin de régulation transcriptionnelle et
peuvent réparer les dommages uniquement par le biais des chaperons déja présents au moment
de l'exposition, alors que les cellules saines de la méme lignée doivent y recourir. Une idée est
de moduler la quantité de chaperons pour une certaine durée dans les cellules saines, par la
régulation transcriptionnelle, & I’aide de ce traitement de conditionnement sublétal optimal, les
avantageant potentiellement par rapport aux cellules cancéreuses une fois exposées & un traite-
ment 1étal subséquent.
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Modéle mathématique du RRCT

Le modéle du réseau de réponse au choc thermique de [122] comporte 7 variables et 19
parameétres (Table. 2.1 et 2.2). Les variables sont les concentrations des protéines fonction-
nelles [P], du facteur de transcription [HSF'1], des protéines chaperons [HSP] et de leur ARN
[mH S P], des protéines dénaturées [M F P], et des complexes de renaturation et de séquestration
[MFP : HSP] et [HSF1 : HSP] respectivement. Les paramétres ¢, sont les taux linéaires de
dégradation (u indique V'espéce), les Kff sont les constantes cinétiques de ’hétérodimérisation
et les p, sont taux basaux de transcription, Pr désigne la concentration totale des protéines
fonctionnelles. Le systéme d’équations différentielles ordinaires du modéle se présente comme

suilt :

d
erild
d
S IHSF1
3 TSF1]
d
d
4/ [HSP)
d
S IMFP
5 MFP]
g[MFP . HSP]
dt '
4 HsF1 : HSP)
dt ‘

© 2019 Tous droits réservés.

B [MFP:HSP]
pp —op [Pl +k; Koy + [MEP - HSP) ka(T)

[P
Pr

puse1 — Kiisprasp HSF1][HSP] + Kipgpy.yep[HSF1 : HSP]

—0HSF1 [HSFl]
[HSF1)?

B et S 3 HSP
PS+ [HSF13 ~ “mAsP [mHSP]

MHSP + AHSP

Busp [mHSP)] — §psp [HSP] — Kiiqpy 1sp [HSF1][HSP]
+Kygpp.usp HSF1 : HSP] — Ky jpp.psp [HSP][MFP]

ok [MFP : HSP]
"Ky +[MFP : HSP]
P
ka (T) L - Kl—\’—/IFP:HSP [HSP][MFP] — Sypp [MEP]

Pr
[MFP : HSP]
"Ky +[MFP: HSP]

K;/_[FP:HSP [HSP] [MFP] —k
_5MFP:HSP [MFP . HSP}

Kiisp1.asp HSF1][HSP] — Kiygp.ygp[HSF1 : HSP]
—0msr1:nsp [HSF1 : HSP] (A1)
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Annexe B

Subroutine SEULEX

SEULEX est une implémentation FORTRAN de la méthode d’extrapolation linéaire semi-
implicite d’Euler a pas adaptatif [217]. Cette subroutine est adaptée aux équations différentielles
raides et aux systémes d’équations différentielles caractérisées par des échelles de temps diffé-
rentes, ce qui est le cas des modéles biologiques dynamiques que nous utilisons. Le code source
de la subroutine peut étre obtenu sur "http ://www.unige.ch/~hairer /software.html".

Pour comprendre la méthodologie de résolution de SEULEX, considérons ’équation différen-

tielle suivante :
Y =F(t,Y) (B.1)

Avec Y (tg) = Yp comme condition initiale.
L’approximation de la dérivée de Y au temps ¢ pour h trés petit donne :

L Y(E+h) Y (D)

Y (t) = B.2
(0 2 (B2)
Et donc :
Y(t+h) ~ Y (t)+hY (t) (B.3)
En utilisant ’équation (B.1), nous obtenons :
Y(t+h) =Y (t) +hF(LY) (B.A)

Et de 14 nous retrouvons la méthode d’Euler explicite définie comme suit :
Yos1 =Yn + hF(ty,Y) (B.5)

ot h = tyi1 — tn.

La méthode d’FEuler explicite est 'une des plus simples et est assez avantageuse en termes de
temps de calcul, mais elle n’assure pas la convergence des solutions pour les équations différen-
tielles raides.

A contrario, la méthode d’Euler implicite est plus stable (permet de prendre un pas h plus
important) et assure la convergence des solutions, mais est trés cotiteuse en temps de calcul.
Dans cette derniére, le membre de droite de l’équation (B.5) est déterminé en fonction de la
nouvelle valeur de Y :

Y1 = Y + hF(tn1, Yag1) = Yo + hY, (B.6)

Enfin, la linéarisation de I’équation précédente par F(Y') donne I’équation de la méthode d’ Euler
semi-implicite [218] :

oF

oF OF
oY

5@H—ym>:yg+h@:41>lFam (B.7)
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ou I est la matrice identité et g—{; une matrice Jacobienne. La méthode semi-implicite présente

un bon compromis entre stabilité des solutions et temps de calcul. Dans les simulations de
nos modéles dynamiques, SEULEX réalise un calcul itératif pour déterminer la trajectoire de
variation des concentrations des différentes espéces.
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Annexe C

Calibration du dispositif expérimental
dans I’étude de l'effet d’asymétrie

Dans notre étude de 'impact de la forme temporelle du stress thermique sur la fraction
de survie cellulaire présentée au chapitre 2, le dispositif expérimental utilisé est composé d’un
régulateur PID (Proportionnel, Intégral, Dérivé) et d’un incubateur & quatre compartiments
dans lesquels sont placées deux colonies cellulaires HeLa et une thermistance, avec un controle
de 'atmosphére et de ’humidité a l'intérieur de I'incubateur. Par la suite, un fichier consigne de
la variation de la température en fonction du temps est introduit, que le régulateur PID applique
aux bornes de 'incubateur. De plus, la variation de la résistance de la thermistance est enregistrée
afin d’obtenir une mesure de la température réellement atteinte dans les compartiments de
I'incubateur a ’aide d’une formule empirique telle que :

_2093.1
VR +0.78

ou T est la température en °C et R la résistance de la thermistance en Ohm.

—11.345 (C.1)

Comume il a été précédemment mentionné, il est expérimentalement trés difficile d’obtenir des
profils temporels triangulaires avec une augmentation/diminution instantanée de la température,
du fait du temps de réponse du dispositif et de I'inertie thermique de I'incubateur. Conséquem-
ment, une dose thermique donnée qui serait portée par ces profils est aussi trés difficile & obtenir.
Nous avons donc entamé le processus de validation expérimentale de Ueffet d’asymétrie par une
réduction de la pente des rampes de montée et de descente de température dans les deux pro-
fils triangulaires de I’étude, tout en gardant la méme dose thermique utilisée dans les simulations.

Par la suite, la réponse du dispositif expérimental a été modélisée en prenant en compte son
temps de répounse et le décalage entre la température de consigne et la température mesurée par
thermistance causé par les effets de diffusion thermique et dépendant de la température de la
salle. Ceci conduit & une simple équation de changement de température du type :

dT.
EXP (C.2)

TEXP— g = Terre + Toffset — Texp

ol Trxp désigne la température obtenue expérimentalement, Torgr, 1la température de consigne,
et Toyfser le décalage entre les deux. Tpxp représente le temps de réponse (échelle de temps).

La simulation de la variation de température en fonction de ces parameétres permet de pré-
dire avec une précision suffisante la forme temporelle du stress et la dose thermique qui seraient
expérimentalement obtenues pour un fichier consigne donné. 1l nous était ainsi possible de mo-
difier le fichier consigne pour obtenir le résultat ciblé. La figure (C.1) montre une comparaison
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entre les profils temporels du stress obtenus expérimentalement et par simulation (équation C.2).
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Figure C.1 — Simulation de la réponse du dispositif expérimental. La température qui
serait expérimentalement obtenue et correspondante a une consigne (courbe noire) est simulée
a l'aide de I’équation (C.2) (courbe magenta). Une fois que les expérimentations sont réalisées
avec la méme consigne (courbe noire), nous obtenons la température mesurée par la thermistance
qui est représentée par la courbe rouge, et la température appliquée par le PID & partir de la

consigne (courbe bleue).

Bien évidemment, les mesures de température par la thermistance issues des expérimentations
sont utilisées dans la détermination de la dose thermique CEM/3 appliquée correspondante &
chaque profil temporel, pour s’assurer que les cellules ont été exposées a des doses similaires.
Il est cependant & noter que si la dose thermique du profil triangulaire & montée lente excéde
celle du profil & montée rapide, néanmoins dans une limite telle que le premier profil serait
toujours moins létal que le second, cela n’altérerait en aucun cas les résultats concernant ’effet

d’asymeétrie présenteé.
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Annexe D

Régulation transcriptionnelle

Dans une cellule, 'expression des génes est un processus vital qui implique diverses réactions
moléculaires allant de 'activation d’un régulateur a la synthése de la protéine cible, en passant
par la transcription. Le procédé de transcription est régulé par des activateurs et des inhibiteurs,
appelés facteurs de transcription, qui, une fois activés, peuvent controler 'expression des génes,
et donc le taux de synthése et la quantité des protéines cibles. Cette régulation est possible via
la modulation de l'activité de I’ ARN-polymérase [219]. La régulation transcriptionnelle permet
en effet de lancer la production de certaines protéines uniquement au moment ou la cellule en
a besoin (pour répondre au choc thermique par exemple), comme elle permet de stopper cette
production quand elle devient inutilement coliteuse en énergie.

D.1 Activateurs de transcription

Les activateurs de transcription sont des protéines qui se lient spécifiquement & des séquences
de ADN en amont des promoteurs de leurs protéines cibles pour activer la production de ces
derniéres. Les activateurs de transcription sont composés de deux domaines principaux : un
domaine de liaison spécifique & une séquence ADN, et un domaine d’activation de la transcription
via une interaction avec la machinerie transcriptionnelle [219]. A titre d’exemple, dans la réponse
cellulaire au stress thermique que nous avons étudié, le facteur de transcription HSF1 active
la. production des chaperons HSP pour réparer les protéines dénaturées, ce processus permet
d’accélérer la réponse cellulaire en augmentant le taux de synthése des chaperons.

D.2 Inhibiteurs de transcription

Contrairement aux activateurs, les inhibiteurs de transcription se lient spécifiquement & des
séquences ADN pour empécher I'expression des génes cibles en bloquant la liaison de ’ARN-
polymérase et des activateurs de transcription, diminuant ainsi le taux de synthése des protéines
cibles. Ces inhibiteurs sont évidemment composés d’un domaine de liaison spécifique, et certains
d’entre eux (appelés inhibiteurs actifs) comportent en plus un domaine actif qui leur permet de
réaliser des interactions protéine-protéine avec la machinerie transcriptionnelle [219]. La liaison
d’un inhibiteur aux séquences ADN peut cependant étre empéchée sous ’action des inducteurs
[220] qui vont les séquestrer.

D.3 Activation des facteurs de transcription

Pour que les facteurs de transcription présents dans le cytosol, qu’ils soient activateurs ou
inhibiteurs, puissent moduler ’expression de leurs génes cibles, il faut qu’ils soient préalablement
activés. Leur activation est possible par le biais de modifications post-traductionnelles d’échelles
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de temps relativement rapides, telles que la phosphorylation, 'acétylation, la SUMOylation et
l'ubiquitylation [221], qui vont conduire & leur translocation au noyau o ils peuvent réaliser leurs
actions de régulation. Ceci-dit, d’autres mécanismes peuvent réguler ’activation des facteurs de
transcription, nous pouvons prendre 'exemple de HSF1 qui se trouve séquestré par sa protéine
cible HSP70 dans les conditions normales en absence de stress et qui ne peut donc étre activé.
Si la cellule est exposée & un choc thermique, le HSF'1 est libéré avant de subir les modification
post-traductionnelles permettant sa translocation au noyau.

106

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mohamed Tahar Ladjimi, Université de Lille, 2019

Annexe E

Non-linéarité dans les systémes
biologiques

La non-linéarité est une caractéristique fondamentale des systémes biologiques résultant des
diverses topologies des motifs qu’ils comportent. Cette propriété complique leur étude mais la
rend plus intéressante. En effet, elle permet & ces systémes d’avoir un large panel de comporte-
ments en réponse aux divers stimuli auxquels ils sont exposés. Nous nous limitons ici uniquement
& deux facettes des comportements non-linéaires qui sont constatées dans plusieurs processus
biologique : le mécanisme de saturation, et le mécanisme de seuil.

E.1 Meécanisme de saturation

Dans le premier mécanisme, une saturation hyperbolique fait que le taux d’augmentation de
la réponse diminue en fonction d’un signal croissant en s’approchant d’une valeur asymptotique
(Fig. E.1), cette saturation témoigne de laspect limité des différentes ressources cellulaires.
Nous avons centré notre modéle réduit de la réponse au choc thermique sur ce mécanisme, ol
I’augmentation de la concentration des protéines dénaturées due au stress sature les ressources
de réparation de la cellule (chapitre 3).

X

Ficure E.1 — Mécanisme de saturation dans les systémes biologiques. Le taux de
croissance de la réponse Y décroit quand le signal X augmente, la réponse approche ainsi une
valeur asymptotique.

E.2 Meécanisme de seuil

D’autre part, le mécanisme de seuil désigne un comportement dans lequel la réponse du
systéme est trés sensible au changement du signal dans un intervalle spécifique, et qui peut étre
décrite par une fonction sigmoide (Fig. E.2) : la réponse augmente lentement en fonction du
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signal croissant, puis brusquement une fois que le signal ait atteint un certain seuil, et montre
finalement une saturation quand le signal continue de croitre. Ce comportement a également
été au centre de notre modeéle de 'apoptose intrinséque ou la fraction de la C8* augmente
brusquement une fois qu’un certain seuil de dommages est dépassé, basculant le systéme dans
l’état de mort (chapitre 4).

X
Figure E.2 — Mécanisme de seuil dans les systémes biologiques. La réponse Y est trés

sensible au changement de signal X dans un intervalle spécifique et montre une augmentation
brusque.
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Annexe F

Fonction de Michaelis-Menten

La fonction de Michaelis-Menten décrit la cinétique d’une réaction impliquant une enzyme
(catalyseur) et un substrat, donnant irréversiblement un produit, et avec I’hypothése que ce
dernier ne peut interagir avec ’enzyme. Plus précisément, cette équation permet de lier la vitesse
de la réaction a la concentration du substrat en fonction des propriétés de ’enzyme [102]. Cette
réaction biochimique se présente comme suit :

kl k2
S + F = C = C — P + E
—~— ~— Lk SE N PE ~~ ~—
Substrat  Enzyme Complexe S—E Complexe P—E Produit  Enzyme

ou ki, k_1 et ko sont les taux des différentes étapes de la réaction. En supposant que 1’échelle
de temps de conversion des complexes est rapide par rapport aux autres réactions, la réaction
globale peut étre simplifiée & :
k
S + E —=cCc* P + E
~—~ ~—~ ~—~

~—~— by .
Substrat  Enzyme Produit  Enzyme

En appliquant la loi d’action de masse, nous arrivons au systémes d’équations différentielles

suivant :
%S(t) = —ki S(t) E(t)+k_1 C(t)
%E(t) = k1 C(t) — k1 S(t) B(t) + ks C(t)
%c(t) = —k_1 C(t)+ki S(t) E(t) — k2 C(2)
%P(t) =k C(t) (F.1)

Nous posons (Ep = E(t) + C(t)), représentant la concentration totale de I’enzyme qui reste
constante vu que I’enzyme est conservée tout au long de la réaction. En effectuant le changement
(E(t) = Er — C(t)), il est possible d’éliminer 'équation différentielle de la concentration de
I’enzyme, et le systéme précédent devient :

SS(t) =~k (1) (Br— C() + k1 O
S0 = k1 €O+ SE) (Er - OW) — ks O
%P(t) ) (F.2)

Pour l'analyse de ce systéme, Michaelis et Menten ont considéré que le substrat S atteint
instantanément I’équilibre avec le complexe C' [222]. Une autre maniére de faire revient & estimer
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que la concentration du complexe intermédiaire C'(t) ne varie pas sur 'échelle de temps de
formation du produit [223], le complexe est donc supposé dans un état quasi-stationnaire C'(t) =
Cgs(t) impliquant %C(t) = 0. Ceci donne que :

—k_1 Cqs(t) + k1 S(t) (Br — Cqs(t)) — k2 Cqs(t) =0 (F.3)
Et donc :

ki Er S(t)
k_1+ko+ Kk S(t)

En injectant cette derniére équation dans le systéme (F.2), nous obtenons :

Cos(t) = (F.4)

d ko kv E7 S(t)

—S(t) = -— F.5

dt (t) k_q1+ ko + k1 S(t) (F.5)

d ko k1 Ep S(t)

—P(t) = F.6

dt (t) k_1+ ko + k1 S(t) (F.6)
Finalement, en posant V.. = ko Ep (vitesse maximale de la réaction) et Ky = %

(constante de demi-saturation), nous arrivons a ’équation de Michaelis-Menten décrivant la

vitesse de la réaction S — P :
V = ip — M
dt Ky+ S

Nous avons utilisé cette fonction dans le modéle RRCT pour définir la vitesse du procédé de
renaturation des protéines dénaturées M F P par les chaperons HSP (chapitre 2 et annexe A) :

(F.7)

v _ ke [MFP:HSP]
Renat = g0+ [MFP : HSP]

(F.8)

L’allure de la courbe de la vitesse de réaction V en fonction de la concentration du substrat S
est celle présentée dans 'annexe E pour le mécanisme de saturation (Fig. E.1).
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Annexe G

Coopérativité et équation de Hill

Si une enzyme est composée de plusieurs sous-unités, la liaison de I'une d’elle sur un des sites
d’un substrat, peut modifier ’affinité de liaison des autres sous-unités aux sites de ce substrat. Ce
phénomene est communément appelé coopérativité. Dans la régulation transcriptionnelle, I’acti-
vité maximale d’un facteur de transcription est atteinte quand toutes les sous-unités du facteur
sont liées aux sites cibles. Il est possible de modéliser ce processus en décrivant 1’association
d’une molécule X, comportant n sous-unités, a un substrat Y [224] :

nX +Y 24 Xy

k_1

L’équation différentielle décrivant I’évolution temporelle du complexe nXY est obtenue par la
loi d’action de masse et s’écrit :
d

G XYT =k [Y][X]" = ke [nXY] (G.1)

En supposant que I'interaction atteint I’équilibre rapidement, le complexe nXY peut étre consi-
déré comme étant dans un état quasi-stationnaire, et donc :

B Y] (X" = oy [1XY] (@2)
En introduisant Yy =Y + nXY (quantité totale de Y'), 'équation précédente devient :

nXY] X"
Yr K"+ [X]n

Y* = (G.3)

ou Y* représente la fraction lie de YV, et K™ = kk;l

Cette équation est connue sous le nom d’équation de Hill, et montre un comportement de sig-
moide si le parameétre n, appelé coefficient de Hill, est supérieur a 1 (Fig. E.2). Par ailleurs,
si n = 1, nous obtenons la cinétique définie par I'équation de Michaelis-Menten (Fig. E.1). Le
coefficient n peut étre vu comme un indicateur de l'ultrasensibilité de Y* en fonction de X (la
raideur de la courbe augmente quand n augmente).

L’équation de Hill a été utilisée dans le modéle RRCT pour décrire la dynamique du processus
de régulation transcriptionnelle des chaperons par leur facteur de transcription HSFI. En effet,
le taux de transcription régulée a été défini comme étant :

[HSF1)?

P$ + [HSF1)? (G-4)

Wrr = AHSP

oll Aggp est le taux maximal de transcription régulée. Le coefficient n est fixé a 3 pour tenir
compte de la trimérisation de HSF1 nécessaire & son opérationnalité régulationnelle.
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Annexe H

Publications

¢ "Dynamical thermal dose models and dose time-profile effects"

M. T. Ladjimi, D. Labavi¢, M. Guilbert, F. Anquez, A. Pruvost, E. Courtade, B. Pfeuty and
Q. Thommen

International Journal of Hyperthermia (2019)

Abstract :

Models of dose-effect relationships seek systematic and predictive descriptions of how cell survi-
val depends on the level and duration of the stressor. The CEM43 thermal dose model has been
empirically derived more than thirty years ago and still serves as a benchmark for hyperther-
mia protocols despite the advent of regulatory network models. In this paper, we propose and
realize a simple experimental test to assess whether mechanistic models can prove more reliable
indicators for some protocols. We define two time-asymmetric hyperthermia profiles, faster rise
than decay or slower rise than decay, for which the CEM43 model predicts the same survival
while a regulatory network model predicts significant differences. Survival experiments of HelLa
cells show that a fast temperature rise followed by a slow decay can be twice more lethal than
the opposite, consistently with the prediction of the network model. Using a model reduction
approach, we obtained a simple nonlinear dynamic equation that identifies the limited repair
capacity as the main factor underlying the dose-asymmetry effect and that could be useful for
refining thermal doses for dynamic protocols.

e "Scaling laws of cell-fate responses to transient stress"

D. Labavi¢, M. T. Ladjimi, Q. Thommen and B. Pfeuty

Journal of Theoretical Biology (2019)

Abstract :

Analysis and modelling of dose-survival curves of cells and tissues are often used to assess thera-
peutic efficacy or environmental risks, much less to infer the intracellular regulatory mechanisms
of cellular stress response. However, systematic measurements of how cell survival depends on
the time profile of stress, such as exposure duration, provide practical means to decipher the
homeostatic dynamics of stress-response regulatory networks. In this paper, we propose a dy-
namical framework to theoretically address the relationship between cell fate response to a
transient stress and the underlying regulatory feedback mechanisms. A simple network topo-
logy that couples a homeostatic negative feedback and a death-triggering positive feedback is
shown to display four response regimes for which the iso-effect relationships between duration
and intensity are captured by specific power laws. These distinct response regimes define seve-
ral windows of stress duration for which lethality is not merely proportional to the product of
intensity and duration, and, thus, for which cells are either more tolerant or more vulnerable to
a given dose. Overall, this study highlights the differential roles of feedback strength, timescale
and nonlinearity in promoting survivability to particular stress profiles, providing a valuable
framework for a comparative analysis of diverse stress-specific regulatory networks.
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