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Résumé

La boucle a rétroaction négative impliquant les protéines P53 et MDM2 est un
élément central de 'homéostasie cellulaire. On sait aujourd’hui que MDM2 est le
principal régulateur de P53 et donc de ses fonctions allant de la réparation de 'ADN
a l'apoptose si nécessaire. Il a été découvert que P53 et MDM?2 peuvent varier en
concentration mais tous les mécanismes impliqués dans le choix du sort de la cellule
n’ont pas encore été élucidés par les chercheurs. Nous présenterons comment MDM?2
interagit avec P53 et comment en résulte une dynamique oscillatoire. Par une succes-
sion de modéles incluant de plus en plus d’acteurs, nous avons pu mettre en évidence
que le délai entre la production des protéines et leur interaction est responsable de
la dynamique oscillatoire du systéme. Nous présenterons un paramétre clé & I'origine
du maintient de ces oscillations. Nous présenterons également les autres paramétres
du systéme.

Mots clés : Boucle de rétrocontrole négative, Lésions a ’ADN, MDM?2, Oscillations, P53

*Nous tenons a remercier I’ensemble des enseignants et 1’équipe de I'lLR.C.A.N pour leur suivi tout
au long du projet.
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Abstract

The P53-MDM2 feedback loop is one important parameter of homeostasis.
Through the regulation of P53’s concentration, MDM2 is the one regulator of many
P53’s functions in the cell going from DNA repair to apoptosis if necessary. It is
well known that P53 and MDM2 may oscillate in concentration. Researchers do
not fully understand the mechanisms of this system driving the cell through all
possible pathways. We will try to understand how the regulator MDM2 interacts
with P53 and as a result can create an oscillatory system. Afterwards we will
point the mechanisms that provides oscillations and we will try to understand how
the oscillations are sustained. We will also overlook the key parameters of this
dynamics. By making models with more and more actors we’ve underlined that the
delay between the production and the interactions of the proteins is responsible for
the oscillatory behavior.
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PARTIE: -1 INTRODUCTION

1 Introduction

La compartimentation est une étape vers la protection du matériel nécessaire au fonc-
tionnement des organismes complexes. Malgré la protection offerte par la cellule aux
agressions extérieures et face a tous les facteurs de stress pouvant mettre en péril son
fonctionnement, il faut davantage d’outils adéquats. Il existe a 1’échelle moléculaire un
autre moyen de protection trés efficace et utilisé dans tout 'organisme. Des protéines qui,
jour aprés jour, maintiennent et controlent I'intégrité des cellules. C’est le principe d’ho-
méostasie. Parmi les protéines les plus étudiées par les scientifiques, émerge la protéine
facteur de transcription P53. Cette protéine que nos contemporains appellent : “Gardien
du génome” (6] est un acteur de plusieurs systémes appelés “boucles de rétrocontrole”. Ces
boucles de rétrocontrole peuvent avoir plusieurs roles, 'un d’entre eux consiste a maintenir
I’homéostasie. Un des effets des boucles dites négatives est de provoquer des oscillations
quand une composante affecte 'homéostasie. Les chercheurs ont montré que chez la souris
I'interaction entre P53 et le géne de la protéine MDM2 améne & un rétrocontrole négatif
associé a une dynamique oscillatoire des concentrations de ces deux molécules. Plusieurs
modeéles ont été présentés pour tenter d’expliquer le fonctionnement précis de ce systéme
et de ces oscillations ainsi que le role des principaux acteurs impliqués. Les outils de modé-
lisation “In silico” permettent alors de révéler I'origine des oscillations et faire apparaitre
les parameétres clés du systéme.

Pour cette étude nous commencerons par présenter la protéine P53 ainsi que la pro-
téine MDM2 chez la sourie. Nous détaillerons leurs fonctions et les mécanismes de leur
interaction. Nous présenterons ensuite les différents types de boucles de rétroaction, leur
fonctionnement et ce qui en résulte. Nous passerons ensuite & la partie modélisation du
systéme P53-MDM2 grace aux logiciels “Copasi” et “Scilab”. Nous présenterons ainsi plu-
sieurs modeéles, du plus simple au plus complexe impliquant différents acteurs et un para-
meétre de stress. Pour chaque modéle une étude du modéle mathématique sera également
présentée. Nous évoquerons les difficultés et les questionnements restés sans réponse en
partie discussion. Les résultats seront également critiqués dans cette partie. Une breve
conclusion sera présente en fin de document.

“Essentially, all models are wrong, but some are useful.” George E. P. Box
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2 P53, MDM2, et 'interaction P53-MDM2

P53 est I'un des régulateurs principaux de l'intégrité du génome grace au controle
de la prolifération cellulaire [16]. Il apparait que P53 est mutée dans plus de 50% des
cancers humains, Uapproche thérapeutique est trés étudiée [4]. Ceci souligne le fait que
de nombreuses zones d’ombre persistent au sujet de P53. Par le biais de sa régulation par
MDM2, P53 peut participer a la réparation de ’ADN endommagé ou lancer la cellule sur
la voie de I'apoptose [3]. Depuis la découverte de P53 il y a plus de 30 ans de nombreux
chercheurs s’attachent a comprendre les mécanismes auxquels cette molécule participe et
de quelle maniére elle y participe. Nous parlerons ici de la protéine P53, de ses fonctions
et des molécules qui interagissent avec cette protéine.

2.1 TP53 et la famille de P53 : Facteurs de transcription.

La protéine P53 issue du géne P53 du chromosome 17 chez 'homme est en effet im-
pliquée dans de nombreuses fonctions. P53 fait son apparition en 1979 alors que plusieurs
équipes de chercheurs travaillent sur le cancer. Les chercheurs découvrent alors une pro-
téine de 53 kDa. 393 acides aminés [11]|. C’est seulement & partir de 1984 que la protéine
est baptisée TP53 communément P53 et son gene isolé chez I’homme. Dés 1989 P53 rejoint
le groupe des suppresseurs de tumeurs. P53 est constituée de plusieurs domaines inter-
dépendants ayant respectivement pour fonction : la trans-activation, la liaison a ’ADN
(Fig. 1) et la multimérisation. On a dénombré 12 isoformes issus d’épissages alternatifs
possédant tous un domaine de liaison a ’ADN [2]. 1l est apparu que P53 a aussi des ho-
mologues appelés p63 et p73 que I'on peut regrouper dans ce qu’on appelle la superfamille
de P53 [1]. IIs possédent aussi le domaine de liaison & ’ADN et comportent comme P53
deux sites de début de transcription. Ceci indique que les protéines de ces génes possédent
des isoformes et donc qu’elles peuvent assurer différents roles.

Il existe aussi une autre molécule appelée MDM2 (Murine Double Minute 2). MDM2
intervient dans la voie moléculaire de P53. Cette molécule est dite IAP “protéine inhibitrice
de I'apoptose”, en terme pratique elle est le régulateur principal de P53. Nous allons
maintenant décrire les mécanismes enzymatiques qui déstabilisent P53 et entrainent sa
dégradation.

VISUALISATION 3D DU SITE DE LIAISON A L’ADN DE P53

— Trois protéines P53 (vert) se lient & ’ADN. Image obtenue grace au logiciel libre
Pymol [5].

FIGURE 1
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2.2 MDM2 : Inibiteur de P53 dans les cellules normales

Il existe de nombreuses IAP, MDM2 est I'une d’entre elles. C’est une protéine de 491

acides aminés d’un poids de 51kDa. Son action a pour effet de réduire la durée de vie de
P53 qui est exprimée tout au long du cycle cellulaire pour réduire sa concentration quand
la cellule n’est soumise a aucun stress.
En se liant a P53 sur son domaine de transactivation, MDM2 I’empéche d’agir en tant que
facteur de transcription pour le géne de MDM2. C’est ce mécanisme qui est a la base de
la stabilité de la concentration de P53. Avec un certain délai, MDM2 est aussi soumise &
cette méme régulation. Le mécanisme est le suivant : MDM2 est une E3 ubiquitine ligase
qui catalyse la réaction d’ubiquitination. Grace a ’ATP, une ubiquitine est alors ajoutée
a une lysine de la protéine. D’autres enzymes pourront alors ajouter trois ubiquitines
de plus. Une fois que P53 porte quatre ubiquitines, ce marquage correspond alors & une
étiquette reconnue par le protéasome [15]. Le protéasome est un complexe mutliprotéique
chargé de la dégradation des protéines dont 'intégrité de la structure est compromise. Il
se situe dans le noyau, le cytoplasme et dans la membrane du réticulum endoplasmique.
Si la protéine porte une étiquette (au moins quatre ubiquitines), elle sera dégradée par
le protéasome. En temps normal 95% des molécules P53 sont lices & MDM2 et de cette
maniére P53 est régulée.

Cette inhibition prend fin quand I’homéostasie de la cellule est déstabilisée. Différents
facteurs de stress sont a l'origine de cette rupture d’inhibition. S’en suit alors ’arrét du
cycle cellulaire. Nous allons maintenant décrire les différents types de comportements
adoptés par la cellule en réponse a un facteur de stress.

2.3 Lésions a ’ADN et arrét du cycle cellulaire

Les lésions & ’ADN peuvent étres provoquées par différents facteurs de types variés;
il peut s’agir de rayonnements ultraviolets (UV), de radiations ionisantes (IR), de lésions
dues a la chaleur ou de certains produits de la chimie industrielle. Si ’ADN est exposé
aux UV, comme les bases cytosine et thymine (pyrimidines) ne les absorbent pas et dans
le cas ou elles sont adjacentes, ces bases peuvent se lier en dimére compromettre alors
la structure tridimensionnelle. Si ’ADN est irradié¢, il se peut que un des deux brins
constituant la double hélice soit sectionné. Un grand nombre de mécanismes résultant
des autres facteurs de stress cités plus haut (perte de base, désamination...) sont aussi a
I'origine de problémes affectant la conformation de ’ADN.

Quand les senseurs de l'intégrité de ’ADN relévent un probléme, P53 et d’autres
molécules en aval sont soumises a des changements de conformation. En fonction du type
de stress deux voies peuvent étre empruntées. Il s’agit des voies ATM et ATR. ATM et
ATR sont toutes deux des kinases. Elles ont pour fonction de phosphoryler leurs cibles.
En changeant la structure, la fonction ou les interactions avec la molécule cible peuvent
étre altérées. Ceci empéche MDM2 d’interagir avec P53 et de le réguler. P53 peut alors
activer la transcription de P21 responsable de I'arrét du cycle cellulaire.(Fig. 2)
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CONTROLE DU PASSAGE ENTRE LES DIFFERENTES PHASES DU
CYCLE CELLULAIRE

— Cette figure représente les deux voies présentées plus haut : ATR et ATM qui
ameénent par phosphorylation la libération de P53 ce qui active P21 qui permet
larrét du cycle cellulaire [19].

& Fonction de p53 dans I'arrét du cycle cellulaire

MDM2| p53
ATM/ATR ] l
| Transeription de génes
Chk1/Chk2 P53 ——> péparation
‘ [ . Apoptose

/ ' Réprezzion des genes
P21 CIP1 .
| ___\\/ CDK1

P

—l4 Cycline B
L‘._._ X
) DNA damage —_
CDK2  w- b  checkpoints "
Cycline E/A ~ e
FIGURE 2

2.4 Choix de la réparation de ’ADN ou de ’apoptose

Différents modes de réparation de ’ADN, fortement conservés, conservatifs ou non,
sont mis en ceuvre par la cellule pour la réparation de ’ADN. Des protéines sont recrutées
dans le but de détecter et de réparer les différents types de problémes de conformation.
Les mécanismes de réparation des défauts de conformations sont les suivants. Il peut s’agir
d’une suppression d’une ou plusieurs bases (BER,NER), de recombinaisons homologues
ou non (HR,NHEJ) et de correction de mésappariements (MMR). P53 participe aussi a la
préservation du matériel génétique car elle coordonne la réponse au dommages a 'ADN
[7]. Quand un dommage & ’ADN survient, les molécules de détection des dommages ARF
et ATM, liées a la chromatine déclenchent une cascade de réactions enzymatiques jus-
qu’a P53. En temps que facteur de transcription, P53 peut alors favoriser la réparation
de ’ADN en stoppant le cycle cellulaire. L’arrét du cycle cellulaire permet de limiter la
propagation des dégats a PADN et d’allouer du temps a sa réparation. Cependant P53
ne doit pas étre exprimée a forte concentration de maniére constante, c¢’est pourquoi on
peut observer des oscillations qui assurent & la fois la disponibilité de P53 pour la tran-
sactivation et le maintient du fonctionnement de la cellule. Avec le temps les oscillations
permettent de ramener les composantes touchées a un état initial puis s’amortissent.

Lorsque les lésions & ’ADN sont trop importantes, et une fois libérée de son inhibition
par MDM2, P53 agit comme facteur de transcription pour des ligands de la voie du
récepteur de la mort TNFa ce qui provoquera ’apoptose. Aussi la libération de P53
permet la levée d’inhibition des facteurs pro-apoptotiques de la voie mitochondriale. La
voie mitochondriale entraine la mort cellulaire quand des hétéro-dimeéres de la famille
Bcl-2 (Bax,bid,Belx, etc) s’Thomodimérisent dans la membrane externe mitochondriale.
La dimérisation des protéines spécifiques & ce mécanisme, provoque alors la sortie de
molécules pro-apoptotiques de 'espace intermembranaire de la mitochondrie. Quand ce
cocktail pro-apoptotique est libéré, certaines molécules vont alors activer des caspases
dont le but est de déclencher I’apoptose.
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3 Rythmes biologiques et boucles de rétroaction

Les rythmes biologiques sont un des produits de ’évolution. On peut trouver a dif-
férents niveaux d’organisation, des cellules aux populations[9]. Ils assurent le maintient
et le fonctionnement d’un panel trés large de fonctions biologiques. (prédation, sommeil,
reproduction, etc...) On distingue plusieurs types de rythmes en fonction de leur période.
Les cycle dont la période ne dépasse pas 20 heures sont dits ultradiens, les cycles d’envi-
ron 24 heures dits circadiens et les cycles de plus de 24 heures appelés cycles infradiens.
Leur dynamique est synchronisée par des facteurs environnementaux locaux; ceci im-
plique donc l'existence d’un agent d’entrainement ou un donneur de temps. Ces rythmes
sont endogénes mais peuvent étres modifiés par de nombreux facteurs (stress, maladies
etc...). La plupart des rythmes sont dits anticipés. En mettant en jeux des mécanismes
de régulation, ces rythmes sont capables de se maintenir malgré les nombreux facteurs de
stress susceptibles de perturber leur fonctionnement. Des molécules sont capables d’inter-
agir avec d’autres plus en amont ou en aval dans la voie de signalisation impliquée et de
s’opposer ainsi aux facteurs extérieurs perturbateurs. On parle de boucles de rétroaction.

On distingue dans les mécanismes de régulation les rétroactions négatives et positives.
Bien qu’elles aient toutes deux pour fonction d’éviter a 'organisme des déréglements, elles
sont significativement différentes et différenciables par les mécanismes de fonctionnement
qu’elles impliquent. En premier lieu et comme leur nom l'indique ces boucles régulent
positivement ou négativement leurs cibles. Outre cette spécificité, il est nécessaire de
comprendre que ces régulations sont adaptatives, en réponse a un facteur déclencheur et
que ce facteur est nécessaire au maintient du mécanisme de régulation. Trois composantes
sont indispensables : un récepteur pour le signal, I'intégrateur qui lui traduit le signal et
un effecteur qui agit en conséquence. Quand le récepteur ne recoit plus I'information, la
boucle cesse de fonctionner. Enfin, les boucles négatives servent a maintenir un parameétre
autour d’un point d’équilibre physiologique alors que les boucles positives elles, éloignent
le parametre concerné du point de stabilité physiologique. La régulation de la température
corporelle lors de la course a pied et le mécanisme impliquant 'ocytocine pendant 1’ac-
couchement sont deux exemples connus de boucles respectivement négatives et positives.

P53 est au ceeur de la régulation homéostatique cellulaire. Il & été présenté que P53
était 'acteur de plus d’une dizaine de boucles de rétrocontrole [12], ¢’est pourquoi nous
allons nous intéresser ici au “noyau” du systéme et a la boucle de rétrocontrole négatif
qu’elle implique.
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4 Modélisation du systéeme MDM2-P53

Pour cette étude nous allons présenter une suite de modéles construits autour de
I'interaction entre P53 et MDM2. Nous allons présenter les modéles du plus simple au
plus complexe pour tenter d’expliquer et de comprendre les dynamiques alors qu’ils sont
soumis ou non a des facteurs de stress.

4.1 Présentation

Deux fois trois modeéles vont étres présentés. Les deux premiers ont été construits
pour cette étude, le troisiéme a été trouvé dans la bibliographie [17] ; ce dernier présente la
boucle de rétroaction négative du systéme P53-MDM2 et servira de comparatif pour tenter
de comprendre le systéme P53-MDM2 (Annexe A). Tous ces modéles ont été constitués
grace au logiciel libre “Copasi” et “Scilab”. Le premier modéle est constitué du minimum
d’acteurs essentiels c’est a dire P53 et MDM2. Le second modéle est plus complexe, il
intégre plus d’acteurs. Il est constitué de la plupart des intermédiaires biologiques qui
régulent et libérent P53. De ce fait et comme P53 joue le role de facteur de transcription
il existe un délai entre ’apparition des molécules de MDM2 et le moment ou elles joueront
leur role dans le systéme présenté. Nous verrons que ce délai ainsi que les facteurs de stress
sont a la source de la dynamique oscillatoire. Le troisiéme modéle est un modéle incluant
tous les intermédiaires biologiques de la voie ARF.

Pour commencer la modélisation nous avons choisi de respecter 1’échelle de la cellule et
de se placer en umol/l. Les concentrations initiales sont celles du modéle de Proctor and
Gray, 2008 et sont représentatives de I’état de la cellule quand 'homéostasie est maintenue
ot 95% des molécules de P53 sont liées avec MDM2 et sont sur le point d’étre dégradées.
Les paramétres utilisés dans ce modéle correspondent aux coefficients réactionnels trouvés
en bibliographie [17]. Aprés une bréve présentation du modeéle décrit, le code des réactions
de Copasi sera présenté entre crochets (ex : [P53 -> MDM2]). Les résultats seront ensuite
présentés sous la forme de trois figures distinctes. L’analyse de sensibilité sera aussi pré-
sentée pour chaque modéle. L'interprétation des résultats quand a elle se fera en partie
discussion.

4.2 Approche via Copasi
4.2.1 Modéle simplifié

Comme précédemment indiqué, ce modéle est une version trés simplifiée du mécanisme
d’interaction entre P53 et MDM2. Ce sont les deux seuls acteurs biologiques réels repré-
sentés. Deux autres agents de ce systémes sont Source et Sink (I’évier) qui représentent
respectivement le mRNA de la protéine P53 et la dégradation des molécules ; représentatif
de la sortie du systéme. (Fig. 3a) Nous appellerons a partir d’ici les agents des systémes
présentés : “espéces” afin de suivre 'appellation utilisée dans Copasi.

Ce modeéle comporte quatre réactions :

. Dégradation de P53 dépendante de MDM2 — | P53 -> Sink; MDM2 |

—_

2. Syntheése de P53 via précurseur — | Source -> P53 |
3. Dégradation de MDM2 — [ MDM2 -> Sink |
4. Syntheése de MDM2 par trans-activation via P53 — [ P53 -> MDM2 |
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RESULTATS POUR LE MODELE SIMPLIFIE

— Ce diagramme représente les réactions du modéle. Les fleches indiquent le sens

des réactions. La couleur bleu indique que la réaction que rejoint le point est une
réaction induite par la molécule dont est issu le point.

(‘ P53 em——p  Sink
L-y Mdm2

Source

(a) Acteurs du systéme

— Les courbes ci-dessous représentent en fonction du temps les concentrations de P53
en bleu et MDM2 en rouge.
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(b) Courbes de concentrations

— Courbe de la concentration de P53 (en x) en fonction de celle de MDM2 (en y).
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(c) Point d’équilibre du systéme

FIGURE 3
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Pour ce modéle aucune dynamique oscillatoire n’est observable. La concentration de
P53 augmente jusqu’a ce qu’elle puisse étre stabilisée par les molécules de MDM2. (Fig.
3b)

Nous pouvons également observer que le point d’équilibre du systéme est atteint de
maniére directe. (Fig. 3c) Nous verrons plus bas que le point d’équilibre est atteint d’une
maniére complétement différente pour les autres modéles.

4.2.2 Modéle avec intermédiaires biologiques et sans stress

Ce modéle intermédiaire comporte plus d’acteurs et rend compte avec plus de vé-
racité du fonctionnement de la boucle de rétroaction. Des facteurs biologiques (traduc-
tion,transcription) on été rajoutés et rendent le modeéle plus complexe. Cette partie sera
divisée en deux; les résultats seront présentés avec ou sans facteur de stress.

On retrouve les mémes acteurs que pour le modéle simplifié mais on trouve aussi de
nouvelles espéces. MDM2 P53 représente les deux molécules une fois liées en hétéro-
dimeére. Les ARN messagers (nRNA) sont également représentés en tant que nouvelle
espece. (Fig. 4a)

Ce modéle comporte huit réactions :

Synthése de P53 via précurseur — | Source -> P53 |

Synthése de PARN de MDM2 via P53 — | P53 -> MDM2_ mRNA |
Dégradation spontanée du mRNA de MDM2 — | MDM2 mRNA -> Sink |
Traduction du mRNA de MDM2 — | MDM2_mRNA -> MDM2 |
Hétéro-dimérisation de P53 et MDM2 — | P53+MDM2 -> MDM2 P53 |
Rupture de la liaison entre P53 et MDM2 — [ MDM2 P53 -> MDM2 + P53 |
Dégradation de MDM2 — [ MDM2 -> Sink |

Dégradation de P53 via MDM2 — [ MDM2 P53 -> MDM2 |

P Nt W=

On peut observer ici qu'une dynamique oscillatoire est présente (Fig. 4b).
On atteint cependant trés vite un état stable.

Le point d’équilibre est atteint de maniére indirecte. On commence a se rendre compte
ici que les concentrations s’équilibrent et que le systéme tend bien vers un état d’équilibre.
On observe bien qu'une dynamique oscillatoire commence a se mettre en place (Fig. 4c).
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réactions.

— Ce diagramme représente les réactions du modéle. Les fléches indiquent le sens des
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PARTIE: —4 MODELISATION DU SYSTEME MDM?2-P53

4.2.3 Modéle avec intermédiaires biologiques et avec stress

Dans Copasi I'arrivée d’un facteur de stress est représentée par ’expression d’un pa-
ramétre qui jusqu'ici avait une valeur nulle (IR). Nous avons aussi ici l'espéce P53P
représentative de P53 phosphorylée et MDM2P représentative de MDM?2 phosphorylée.
(Fig. ba)

Les deux réactions suivantes ont été rajoutées aux huit précédentes.

1. Phosphorylation de P53 — [ P53 -> P53P |

2. Phosphorylation de MDM2 — [ MDM2 -> MDM2P |

De cette maniére les deux molécules impactées par le paramétre de stress deviennent
des espéces différentes et de ce fait ne sont plus capables d’interagir dans le modéle
précédemment décrit. Le facteur de stress a été ajouté par le biais des deux “events”
suivant :

1. Arrivée du stress (values|IR], expression=25) — | Time ge 2550 |
2. Arrét du stress (values|[IR], expression=0) — [ Time ge 2600 |

Le stress s’étend ici de 2550 secondes apres le début de la simulation sur 50 secondes. On
observe plus d’oscillations, elles ont été obtenues grace a l'arrivée du stress et grace a la
diminution du paramétre : vitesse de traduction de MDM2 mRNA. On observe que la
modification de ces paramétres rend le modéle plus instable. Il faut désormais plusieurs
oscillations pour que celles-ci puissent s’amortir et que les concentrations s’équilibrent
(Fig. 5b).

Sur ce modéle on peut observer que la courbe gravite autour du point d’équilibre. (Fig.
5¢) On se rend bien compte de I'interaction entre P53 et MDM2 et que les concentrations
finissent par s’équilibrer. On peut aussi voir le facteur de stress qui améne a la diminu-
tion brutale des concentrations. Il est maintenant plus facile de déterminer la nature de
I'équilibre. On voit qu'il s’agit ici d’une spirale attractive [20)].
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PARTIE: —4 MODELISATION DU SYSTEME MDM?2-P53

RESULTATS POUR LE MODELE INTERMEDIAIRE
AVEC FACTEUR DE STRESS

— Ce diagramme représente les réactions du modéle. Les fléches indiquent le sens des
réactions.
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en bleu et MDM2 en rouge.
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PARTIE: —4 MODELISATION DU SYSTEME MDM?2-P53

4.2.4 Simulation multi-compartiments

Nous avons aussi essayé en fin de projet de tenter de représenter la dynamique présente
pour un ensemble de cellules. Nous avions pu voir durant nos recherches bibliographiques
que les oscillations étaient amorties pour un groupe de cellules. Pour les modéles qui
suivent, toutes les réactions présentées pour le modéle intermédiaire ont été dupliquées
et ajoutées a de nouveaux compartiments. Des modifications ont cependant été appor-
tées pour pouvoir simuler I'action des dommages d'une cellule a ’autre. En simulant la
diffusion de P53 d’un compartiment & un autre nous avons pu retrouver la dynamique
d’oscillations “amorties”.

— Synthése de P53 via précurseur pour le modéle a deux cellules
1 | Source{cell} -> P53{cell} + P53{cell copy} |
2 | Source{cell copy} -> P53{cell copy} + P53{cell copy copy} |

Nous pouvons observer qu’avec seulement deux cellules les oscillations présentées en
Figure 5b sont bien plus amorties (Fig. 6a). On remarque également que la dynamique
oscillatoire s’amortit quand on augmente le nombre de cellules impliquées dans le modeéle
(Fig. 6b).

SIMULATION AVEC PLUSIEURS COMPARTIMENTS
DEUX ET SIX CELLULES

— Les courbes ci dessous représentent en fonction du temps les concentrations de P53
en bleu et MDM2 en rouge.
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FIGURE 6
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PARTIE: —4 MODELISATION DU SYSTEME MDM?2-P53

4.3 Approche via Scilab
4.3.1 Présentation

Nous avons voulu utiliser une autre méthode afin de vérifier la véracité de notre modele.
Cette méthode s’applique avec le logiciel libre scilab. En effet nos recherches dans la
bibliographie nous ont conduit & plusieurs moyens de faire apparaitre les oscillations de
P53 suite & un dommage & 'ADN. Nous avons ainsi étudié un modeéle similaire a celui
effectué sur Copasi [14].

L’état d’équilibre est caractérisé par la synthése et la dégradation rapides des protéines
de signalisation. C’est une fonction connue des parameétres d’entrée :

d(z)
kcons ante =
tante dt 0

Toutes les espéces, les réactions et les équations de taux exigées par notre modeéle d’os-
cillations de pb3 sont conformes au contexte biologique retrouvé dans la bibliographie.
Ici seul P53 sera représentée, et nous retrouvons tout comme pour Copasi trois modéles,
allant du plus simple au plus complexe. Le plus simple sera composé du minimum d’ac-
teurs nécessaires, a savoir P53 et MDM2. Puis nous rajouterons les acteurs nécessaires a
I’apparition des oscillations pour enfin prendre en compte tous les paramétres nécessaires.
Le code du modéle simplifi¢ de Scilab est en annexe. (Annexe C)
En faisant une réduction de modéle maximale, on obtient cing réactions :

REACTION DU MODELE SCILAB

— Cette figure comprend les parameétres du modéle sur Scilab.

5
2
3
4 ==
5
51
7
g8
g 2 = = =
10
11
12
13
14
15
1 |[function [x dot,v] = mod_ode(t,x)
2
3 x_dot = zeros( lengthi{x) .1 );
4
3
(5}
7
a8
a
10| v(1) =k *ox
11
12
13 vi2) =k kox(
14
15 2 -+
18| v =ki3) * x i 4
17
18
19 vi4) =ki4)
20
21
22| v =k
23
24
25
26
27
28 P53
29| x dot{l) = w(4) - w(3) - v(l);
30
=1
32| x.dot(2) = w(s) - w(2);
33
34 |endfunction
FIGURE 7
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PARTIE: —4 MODELISATION DU SYSTEME MDM?2-P53

RESULTATS POUR LE MODELE SUR SCILAB

— La figure ci dessous représente en fonction du temps le nombre de molécules de

P53.
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— La courbe ci dessous représente en fonction du temps le nombre de molécules de
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PARTIE: -5 DISCUSSION

4.3.2 Equilibre stable

Cependant, comme vu précédent sur Copasi, malgré un systéme qui tourne on ne
retrouve pas d’oscillation, seulement un état d’équilibre de P53 du a la compensation par
I'inhibiteur MDM2 (Fig. 8a)

Lorsque nous complexifions le modéle de la méme maniére que sur le modéle Copasi
en rajoutant d’autres parameétres, notamment 1’hétéro-dimérisation de P53 et MDM?2
(P53 _MDM2), la rupture de leur liaison, la phosphorylation de P53 (P53-P) etc. cela
s’améliore et on observe une dynamique de P53 mais qui arrive trés rapidement a son
point d’équilibre (Fig. 8b)

4.3.3 Obtention des oscillations

Pour arriver a trouver des oscillations, on se rend compte qu’il faut rajouter une
variable, qui est le délai de temps nécessaire a I'apparition de ces oscillations (variable
DELAY sur Scilab). On va s’aider pour cela de la variable HISTORY-X, qui est une
variable d’entrées. Chaque entrée de la liste correspond & une durée de temps, sous forme
de vecteur regroupant toutes les variables calculées lors des différentes durées de temps
(permet de “stocker”).

Pour que notre systéme fonctionne et qu’on retrouve bien des oscillations, il faut
également rajouter un facteur de stress. Ici pour simuler la réponse & un rayonnement
ionisant, nous rajoutons au temps ¢ = 0 un parameétre clé, k11, qui jusqu’ici avait une
valeur nulle. Nous laissons le taux de production du signal aller a 5-10° molécules/heure.
Cette stimulation est faite en continu par intervalle de temps, ce qui nous donne de treés
visibles oscillations (Fig. 8c)

5 Discussion

Tous les modéles sont exclusivement constitués de réactions d’action de masse irré-
versibles, le choix de partitionner les réactions s’explique par la volonté de simplifier les
modeéles qui peuvent comporter plus d’'une dizaine de paramétres et aussi d’y ajouter du
délai.

5.1 Choix du modéle

Aprés avoir passé en revue dans la bibliographie les différentes dynamiques des voies
impliquant P53 [10] et comme il s’agit ici de mettre en évidence un systéme oscillant
nous avons choisi de travailler sur la voie ARF. Cette voie est celle qui fait apparaitre
des oscillations maintenues avec le plus de robustesse. Les oscillations de la voie ATM
sont d’une trés grande diversité et sont plus complexes & étudier [17] [18]. Nous allons
interpréter les résultats des différents modeéles construits autour des acteurs biologiques
qui constituent ces systémes [12|. Pour cette étude nous nous sommes limités a la boucle
négative qui met en jeu P53 [8].

Pendant la recherche bibliographique nous avons pu rejeter différents modéles (ex :
Annexe C) qui explorent la dynamique de ce systéme. Nous voulions pour cette étude
construire un modeéle qui permettait a la fois de rendre compte de la dynamique oscillatoire
mais qui aussi mettait en jeu les vrais acteurs biologiques de cette régulation.
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PARTIE: -5 DISCUSSION

5.2 Modélisation sur Copasi

5.2.1 Modéle simple

Ce modéle a permis de mettre en avant 1'idée qu’en I'absence de délai il est impossible
d’obtenir la dynamique oscillatoire attendue. Ceci place la notion de temps au centre du
probléme et en fait 'un des paramétres principaux de cette étude.

Les équations différentielles du modéles sont les suivantes :

dlMDM?2| -V,

| i ] L — Ve - Flsyn mpumz - [P53] — Veen - k2peg  mpume - [MDM2]

d[P53] - Ve
dt

Concernant la sensibilité du modeéle : les parametres font changer 1’allure de la courbe.
Cependant comme il n’y a pas d’oscillation & observer, ces changement n’ont pas d’impact
sur la dynamique générale du modéle.

= Veetrklsyn pss-[Source]=Veen-k2syn  mpare:[P53]—Veeuk3pinding ps3-[P53]

5.2.2 Modéle intermédiaire

Ce modéle a permis de trouver les paramétres importants de 'interaction entre P53
et MDM2. C’est comme pour la durée des oscillations un résultat vérifiés en bibliographie
[12]. Pour ce modéle nous avons pu nous rendre compte que les oscillations apparaissaient
avec I'arrivée du facteur de stress. Nous avons aussi choisit a cette étape de la modélisation
de cibler a la fois MDM2 et P53 pour obtenir plus d’oscillations. Nous n’avons pas pu
trouver de paramétre qui fasse varier 'amplitude des oscillations. Il est probable que ces
variations ne puissent pas encore étre obtenues, du fait du manque d’intermédiaires et de
délai. Ces points sont aussi relevables du fait que les oscillations sont moins nombreuses
que dans le modéle ARF complet (Annexe A).

5.2.3 Simulation multi compartiments

Nous aurions aimé pousser la simulation du modéle un peu plus loin pour faire in-
tervenir P53 dans plusieurs compartiments d’'une méme cellule. Ainsi nous aurions pu
créer plus de délai et approcher de maniére plus rigoureuse des origines de la dynamique
oscillatoire. Cependant nous avons pu simuler le passage du signal apoptotique (ici 'aug-
mentation de [P53]) d’une cellule & une autre en simulant des pulses de P53. Les résultats
obtenus sont ceux attendus et décrits en bibliographie, les oscillations s’amortissent et les
concentrations s’équilibrent plus vite que dans une seule cellule.

5.3 Modélisation sur Scilab

Le but ici était de vérifier nos recherches sur Copasi a ’aide d’'un modéle similaire ainsi
que d’en apprendre davantage sur les parameétres mis en jeu. Ainsi on a pu remarquer que
P53 agit dans des compartiments (cellules) aux conditions physiologiques variées, qu’elle
varie en concentrations et que dans les deux modéles certaines données importantes sont
retrouvées (modification des parameétres, délais de stimulation, apparition d’un stress).
L’étude des diverses méthodes nous ont conforté dans I'idée qu’il y a des paramétres clés
permettant & nos molécules d’intérét d’effectuer leur travail, et nous pouvons tester la
robustesse de nos modéles. En effet en faisant varier chaque flux, nous montrons qu’un flux
conséquent de P53 est nécessaire pour que cette derniére soit réactive aux rayonnements,
et déclencher ainsi les oscillations. En revanche, un flux élevé MDM2 n’est pas nécessaire,
mais sert plutot a controler le temps réfractaire en réponse a la stimulation transitoire. Si
le flux de MDM2 est faible, le second stimulus sera moins appréciable.
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PARTIE: -6 CONCLUSION

5.4 Limites du projet

5.5 Dynamique oscillatoire et Vieillissement

Pour cette étude il aurait aussi été trés intéressant de poursuivre le travail de mo-
délisation en ajoutant des paramétres d’efficacité. On aurait pu moduler ces parameétres
afin de rendre compte du fonctionnement des cellules dans le temps. Une cellule plus
vieille aurait eu une efficacité réduite. Si le modéle et les outils nécessaires sont réunis, on
pourrait attendre de cette simulation d’observer les cellules choisir des voies différentes
(apoptose, sénescence).

5.6 Boucles analogues au systéme P53-MDM2

Il est apparu que P53 n’est pas seulement soumise a une rétroaction négative mais
aussi a d’autres et nombreux systémes de régulation. Dans la démarche de comprendre,
la source et les fonctions de ces oscillations, il aurait été intéressant d’étudier plus en
profondeur ces systémes.

5.7 Simulation in silico

La modélisation discréte n’est pas appréciable pour ce projet. On aurait pu faire une
approche du modéle stochastique afin de mieux tester la robustesse du modéle, avec par
exemple la théorie logique des réseaux de régulation de René Thomas (table des vérités,
etc)

6 Conclusion

Dans cette étude, nous avons pu mettre en avant les fonctions premiéres de P53 et
comment cette molécule évolue dans un systéme complexe de régulation. Grace a Copasi
nous avons pu reconstruire la dynamique de P53, depuis son interaction la plus élémentaire
avec MDM2 jusqu’a sa participation a une simulation multi-cellules. Grace a Scilab, une
approche plus mathématique (nécessitant des lignes de code et de trouver nous-méme
les équations différentielles), nous & permis de vérifier grace & un modeéle similaire la
véracité de notre modélisation sur Copasi. Ces deux approches, en plus de s’accorder, se
complétent, et ensemble enrichissent le projet. La variabilité des parameétres, la robustesse
des modeles, et 'approche biologique présentée sous-tendent 'incroyable progression de la
science grace a la bio-informatique, tant sur le point de la compréhension de la mécanique
des systémes que sur le plan des prévisions thérapeutiques.
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Appendices
A Modéle retenu : ARF

RESULTATS POUR LE MODELE ORIGINAL ARF [17]

— Ce diagramme représente les réactions du modéle. Les fléches indiquent le sens des
réactions.

Mdm2ZmRNAsyn pS3syn

Mdm2mRNAdeg
Mdm2_mRNA
p53
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mdm2syn
Mdmz Mdm2_p53
damDNA
ARF

totdamDNA R L
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(a) Acteurs du systéme

— Les courbes ci dessous représentent en fonction du temps les concentrations de
P53 en bleu clair, MDM2 en vert, de ’ADN endommagé en bleu foncé et ATM en
rouge.
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B Modéle non retenu

Les paramétres n’ont pas pu étre expliqués par la bibliographie et paraissent avoir

— Ce modele constitue une approche plus mathématique que biologique.|13]
été fixés arbitrairement pour obtenir les oscillations.
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C Codes pour le modéle Scilab

[P T R T I I T N B e el e el el el e
=W SO0~ SWnEoODm-mEw—o@P0 U EWNE pn o~ © 0000 sWw -

— D’aprés Loriaux et al., 2013 (modifié) [14]

Code scilab de la réduction de modéle :

fxl(-2) Mdm2

/- - Index Reaction

/i -v(-1) ps3 --(vl) null
7-v(-2) Mdm2 --(v2) null.*
/i -vl(-3) Mdm2 -+- p53 --(v3)-=
/- -v(4) null----{v4)->.-p53

/- -v(5) null - ---{v5)->. -Mdm2 -*

function [x_dot,v] = mod_ode(t,x)

x_dot = zeros( length(x) ,1 );

// *

/7 *.0n-définit.-les-réactions:
//‘ *

/1 -p53---{vl)-=-null

v(l) = k(1) * x(1);

J/Mam2-- - (v2)-=.null

v(2) = k(2) * x(2);
// -Mdm2 +-p53---(v3)-= Mom2
v(3) = k(3) * x(1) * x(2);
|- -//-null---(v4]-=.p53
vi4) = k(4);
/7 -null -- - (v5)-> - Mdm2
v(5) = k(5);
//‘ *
//*.0n-définit-les. dérivées:
/-*

|-//-p53

¥ dot(1) = wi4) - w(3) - v(l};
/1 -Mdmz2
wdoti(2) = v(5) - w(2);

endfunction

A7
Mam2

W00~ O LN WM
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/1"
//-*.Initialization
/¥
function [x0,k] = mod_init( p )
if ~exists(p’, 1)
p = getP()
end
//-Steady-state-concentrations
X0 = zeros(2,1);
x0(1) = pll); //-p53
x0(2) = pls)/pl2); /7 Mdm2
//-Rate.constants
k = zeros(5,1);
k(1) = p(4)/p(1) - (p(3)*p(5))/p(2);// taux de dégracation-de-p53-1nactive
k(2) =pl2); /[ -taux-dégradation-mdm2
k(z) =pl3); // -taux -dégradstion-mom2-pS3-Inactif
k(4) = pl4); // -taux.de-production-p53-inactive
k(5) = pls); // -taux -de-production- p53+ndn
endfunction
/!
// -Returns -the-scaled-parameterization-vector-p, -where
/[ -we.have.let
/!
//---1.Cs-(Batchelor-et-al.)---=-5e4-molecules
/
//---1-hour -(Batchelor -et-al.) ---=-1,33-hours
/!
function p = getP()

[ty

/1-ps
//-a_m
//-a_mpt
/1-bp

//-b_m

Molecules

[P

—

—

—



3 4

30 error(."For-pulse.stinulus, -argument-tmax-nust-be.»=-tstin+26.".);
return(p-); 31| end
32
33| //-Get-parameters
34| p=getP();
35
36| //-Vary-the-p53-flux
37| pld) =pld) + (p(4) - p(1)*p(2)*p(5)/p(2))* (theta_p-1);

endfunction

Simulates.the-p53-model .

Aranmantc.
Arguments: o . -
o 39| //-Vary-the-Mam2-flux

1. 49| pl2) =p(2) + p(2)*(thetam - 1);

theta_p-- the ps3 flux -multiplier, Default 1s-1
theta_m - -the Mdn2 flux multiplier, Default is 1 41| pl5) = pl5) +pl5)*(thetan - 1);
stim - if -6, a step-in k11 is (default). -Else-the-2x-pul se. 42
tstep.--time.step. -Default.is ‘ 43| // Initialize
tstim.--the-time-at -which-to-aj the-stimulus. -Default-is-4. 44| [x0.k] = mod init( p );
tmex - - -time-to-which-simulation-1s-run. -Default-15-132. 45
plotflag-- -1f-8, -no-plot -is-generated. -Default-1s-1. 46
A7\ - -// -The-time-evolved-history.of - species-abundances
function [t,x] = simulate( theta p, theta_m, stim, .. 48
tstim, tmax, plotflag ) 49| - -//-Prestimulate
50| t =0:tstep:tstim;
1f ~exists( ‘theta p', '1") 51| x1 =ode( 'stiff', x0, 0, t, rtol=le-3, atol=le-4, mod_ode |;
theta p = 1; 52| %0 =x1(:,1);
and 53
if ~exists( 'thetan', '1') eal // stimilate
thetam=1; 55| if ~stim
end 56| t =0 tstep:tmax-tstim;
1f -exists( et L) 57| %2 =ode( 'stiff’, x8, 0, t, rtol=le-2, atol=le-24, mod_ode );
stim = u; 58
e 59 // -Combine

1f -exists( “tetept, '10) 60| t = 0:tstep:tstim tstim: tstep tmax |-tstim;
tstep = 0.1; 61 x=[xlx2];

(_end _ ‘ 62
1ft;ﬁ|lnsfsf1- tstim', '1') 63| else
. 64 t2 = U:tstepm;l

P F onayi Chpayt 1T 65 t3 = 0:tstep:

1ftmgilit§é. tnax’, 1) 66| 4 = O:tstep:;

end 67 t5 = 0:tstep: (tmax-tstim-26);

if ~exists( ‘plotflag’, '1' ) 68
plotflag = 1; 69| end

end nl
71| 1f plotflag

// -Make.sure.the-time-arguments.are.consistent 72 plotad( t, x(2,:) ); ‘ ‘

if tmax < tstim ' 73 xtitle( 'ps ,-'Time-(h)', -'p53-P-(nolecules)' -};
error(-"Argument-tstim-must.be.less.than-tmax."); 74| end

and 75 _

if (~stim) & (tmax<(tstim26)) 76 |endfunction

25
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