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Introduction

Les cellules eucaryotes sont capables de positionner leurs organites, d’adopter des
formes différentes et de se déplacer. Ces capacités reposent sur la présence de réseaux
de filaments protéiques qui s’étendent a travers le cytoplasme, I’ensemble de ces réseaux
est appelé le cytosquelette.

Une des questions essentielles de la mécanique de la cellule est de savoir ” Comment
les signaux mécaniques émanant de I’environnement extracellulaire se traduisent-ils en
signaux biologiques a l'intérieur de la cellule? ”. Le processus de transformation des
signaux mécaniques en signaux biologiques est nommé mécanotransduction.

L’objet de cette these est I'étude de 'implication du cytosquelette dans la mécano-
transduction par une réorganisation coordonnée de sa structure en réponse aux chan-
gements mécaniques de la matrice extracellulaire. Cette conjecture est envisagée sous
deux angles différents, I'un inductif et 'autre déductif.

Ce Chapitre décrit le contexte et les hypotheses biologiques sous-jacentes, et donne
les différentes étapes du travail.

Le cytosquelette est constitué de trois types de filaments protéiques, organisés en
réseaux tridimensionnels et dynamiques qui peuvent s’interconnecter [47]: les microfila-
ments, les microtubules et les filaments intermédiaires (Fig. 1). Chaque type de réseau
cytosquelettique se caractérise par son role dans le fonctionnement cellulaire et son
mode d’organisation structurale (Fig. 2).

Les microfilaments sont principalement impliqués dans le déplacement cellulaire tel
que la migration des cellules sur un substrat et dans le changement de forme de la cel-
lule. Les microfilaments, essentiellement composés d’actine (protéine globulaire), sont
des polymeres hélicoidaux, a deux brins d’actine, de diametre ) = 8nm. Les microfila-
ments (filaments d’actine) sont des polymeéres polarisés possédant une extrémité @ et
une extrémité ©. La polymérisation des filaments résulte de I'addition de monomeres
d’actine aux deux extrémités. Les deux extrémités @ et © different par leur stabilité
et leur vitesse de polymérisation. L’ajout de monomeres est plus rapide a I'extrémité
@ qu'a 'extrémité o, 'extrémité & a plutot tendance a la dépolymérisation. Les mi-
crofilaments sont organisés en faisceaux bidimensionnels (fibres de stress, assemblage
contractile, Fig. 1(a)) ou en gels tridimensionnels (réticulation, assemblage déformable).
Ils se positionnent principalement dans le cortex cellulaire (région du cytoplasme sous
la membrane plasmique) (Fig. 2).

Les microtubules se trouvent impliqués dans le transport de vésicules ou d’organites
dans le cytoplasme. De plus, les microtubules interviennent dans la division cellulaire
(la mitose), ils constituent le fuseau mitotique et interagissent avec les chromosomes
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(d)

Fi1G. 1 Différents réseaux cytosquelettiques visualisés par immunofluorescence
et microscopie confocale (Jany Vassy, Laboratoire AIPC). (a) réseau
de microfilaments, (b) réseau de microtubules, (c) réseau de filaments
intermédiaires d’une cellule épithéliale (cytokératine) et (d) réseau de
filaments intermédiaires d’une cellule endothéliale (vimentine).
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MICROTUBLILES ACTIN FIEAMENTS

———

—_

FiGc. 2 Organisation des différents réseauxr cytosquelettiques dans la cel-
lule. L’architecture des réseauxr difféere selon les polymeres, ainsi
que la structure des polymeres. Ce schéma est tiré de Cytoskele-
ton (©1998 par Alberts, Bray, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, Walter
. hitp://www.essentialcellbiology.com. Publié par Garland Publishing,
INC.

qui sont déplacés par les protéines motrices dirigées vers les extrémités & ou ©. Les
microtubules sont des tubes creux, de diametre ) = 25nm, contitués principalement
de tubuline. Les microtubules sont des polymeres polarisés possédant une extrémité @
et une extrémité ©. Ce sont des filaments longs et rectilignes dont l'extrémité © est
généralement liée a un centre organisateur situé pres du noyau, le centrosome (Fig.
1(b)). A partir du centrosome, les microtubules rayonnent dans le cytoplasme (Fig. 2)
par polymérisation a partir de leur extrémité &. Ils se caractérisent par une instabilité
dynamique, ainsi que par une vitesse de polymérisation différenciée selon 'extrémité.
Les deux extrémités & et © ont tendance a la dépolymérisation si elles ne sont pas
stabilisées. L’extrémité @ est capable d’une croissance rapide alors que l'extrémité ©
a une croissance plus lente. Un microtubule est stabilisé lorsque ses deux extrémités
sont capturées par des structures cellulaires spécifiques (extrémité © liée au centro-
some, extrémité @ liée a des protéines spécifiques). Des protéines motrices telles que
les kinésines et les dynéines peuvent s’associer aux microtubules et sont responsables
des transports antérograde (© — @) et rétrograde (& — ©) des vésicules le long de ce
réseaul.

Les filaments intermédiaires ont un role qui n’est pas parfaitement élucidé, méme
si une littérature nombreuse montre leur implication dans le maintien de l'intégrité
mécanique cellulaire [13, 19, 26, 36, 44]. Les filaments intermédiaires sont constitués
de protéines fibreuses, formant des fibres de diametre ) = 10nm. Ces protéines sont
catégoriées en 5 classes principales et sont exprimées différement selon le type cellu-



18

Introduction

Type 1 Kératines acides Cellules épithéliales

Type II  Kératines basiques Cellules épithéliales

Type III  Vimentine, desmine Cellules mésenchymateuses, muscle
Type IV Neurofilaments Neurones

Type V. Lamines Lamina nucléaire (ubiquitaires)

TAB. 1 Principaux types de protéines des filaments intermédiaires.

laire, excepté pour les lamines, qui sont ubiquitaires (Tableau 1). Les monomeres des
filaments intermédiaires sont des protéines organisées en une structure tripartite: deux
domaines globulaires (non hélicoidaux) N- et C-terminaux (téte et queue) encadrent
un noyau a—hélicoidal [39]. Un dimere résulte de I’assemblage latéral entre deux mo-
nomeres qui forment une paire d’a—hélices superenroulées 1'une sur I'autre (coiled-coil
structure). Le tétramere est formé par agrégation antiparallele (cote a cote et avec un
décalage) de deux dimeres [33, 40]. Les tétrameres sont considérés comme les sous-
unités fondamentales a partir desquelles les filaments intermédiaires s’assemblent [38].
Huit tétrameres s’apparient alors latéralement pour former une sous-unité de filament
appelée ULF (unit-length filament) [39]. Ces sous-unités de filaments s’associent longi-
tudinalement pour donner des filaments intermédiaires de 10nm de diametre [40, 41].
Les filaments intermédiaires adoptent une organisation spécifique, tendus a travers tout
le cytoplasme, de la région périnucléaire a la membrane plasmique.

Alinsi, le cytosquelette peut étre envisagé a la fois comme 1’ ossature” et le "muscle” de
la cellule, car il intervient dans le maintien de I'intégrité cellulaire (réseau de filaments
intermédiaires) ainsi que dans le déplacement des cellules (réseaux de microfilaments et
de microtubules).

Chaque systeme de polymeres cytosquelettiques possede ses propres caractéristiques
rhéologiques (mécaniques) [44, 51] qui déterminent sa fonction biologique ainsi que
son organisation architecturale. Les microtubules sont facilement déformables mais se
rompent facilement. Les microfilaments sont plus rigides (moins déformables) mais se
rompent aussi facilement (Fig. 3). Par contre, les filaments intermédiaires ont des pro-
priétés rhéologiques bien spécifiques [51].

Les filaments intermédiaires se déforment facilement et supportent de grandes contrain-
tes mécaniques sans se rompre (Fig. 3). De plus, ils résistent a de fortes tensions tout en
augmentant leur rigidité; leurs polymeres présentent un comportement de durcissement,
de rigidification sous la contrainte [96]. Leurs propriétés viscoélastiques découlent de la
structure superenroulée (coiled-coil structure) [41] commune a toutes les protéines des
filaments intermédiaires.

De nombreux auteurs ont montré que les influences chimiques mais aussi mécaniques
en provenance de l’environnement extracellulaire affectent profondément la régulation
de 'expression des genes et agissent sur la différenciation et la prolifération cellulaire
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e,

mmicrotubules

filaments intermediaires

déformation

filaments d'actine

%
F

force déformante

Fic. 3 Propriétes mécaniques de polymeres cytosquelettiques. Les microtubules
sont facilement déformables mais se rompent facilement. Les filaments
d’actine ou microfilaments sont plus rigides (moins déformables) mais
se rompent ausst facilement. Par contre les filaments intermédiaires se
déforment facilement et supportent de grandes contraintes mécaniques
sans se rompre. La rupture des filaments est symbolisée par le o. Ce
schéma est adapté de larticle [44].

[43, 84, 85, 95]. La mécanotransduction est définie comme le processus de transformation
des signaux mécaniques en signaux biologiques par lequel les cellules répondent a des
stimuli mécaniques externes. Deux voies de mécanotransduction pourraient expliquer
les influences mécaniques, émanant de ’environnement extracellulaire, sur la physiologie
de la cellule (Fig. 4): une voie biochimique et une voie mécanique [65].

La voie mécanique fait appel au concept de matrice intégrée (”extended tissue ma-
trix”), qui inclut les trois compartiments, la matrice extracellulaire, le cytosquelette et
la matrice nucléaire [8, 52, 66]. Ce concept repose sur le fait que les récepteurs trans-
membranaires, le cytosquelette et la matrice nucléaire sont étroitement interconnectés
[42].

La plupart des cellules est ancrée a une matrice extracellulaire via des récepteurs
appelés complexes d’adhésion focale. Les complexes d’adhésion focale contiennent des
intégrines, qui sont des récepteurs transmembranaires. Ces dernieres sont liées a de nom-
breuses protéines au niveau des plaques d’adhésion (talin, vinculine et a-actine, paxiline)
qui s’associent au cytosquelette d’actine. Ces complexes forment un pont moléculaire
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Contraintes mécaniques

Matrice extracellulaire

Récepteurs
transmembranaires

- Cytosquelette

Cytosquelette | ]

de
signaux

Yoie
Mécanique ?

Cytoplasme ... |
k FExpression des génes /

Fi1G. 4 Voies possibles de la mécanotransduction. La mécanotransduction est le

processus de transformation d’un signal mécanique externe en signal bio-
logique. Il existe deux voies de mécanotransduction des signauzr de la
matrice extracellulaire vers la matrice nucléaire qui utilisent les réseaux
cytosquelettiques, ['une biochimique par cascade de phosphorylation et
transduction de signauz et [’autre mécanique qui reste moins connue.

entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette situé dans le cytoplasme. Au voisi-
nage de 'enveloppe nucléaire, le cytosquelette pourrait s’associer avec les fibres cyto-
plasmiques [14, 67|, composant les complexes des pores nucléaires (structures protéiques
de 'enveloppe nucléaire ayant un domaine extérieur et un domaine intérieur au noyau)
2, 59]. De méme, les complexes des pores nucléaires sont liés a la matrice nucléaire, par
I'intermédiaire de protéines associées aux lamines (protéines de la matrice nucléaire).
Un autre modele de connexion entre le cytosquelette et la matrice nucléaire pourrait
étre envisagé par l'intermédiaire de la plectine [99)].

Les connexions moléculaires entre les intégrines (mécanorécepteurs transmembranaires,
récepteurs transmembranaires capables de transmettre des signaux mécaniques [94]), le
cytosquelette et la matrice nucléaire fournissent un chemin pour le transfert des si-
gnaux mécaniques a travers la cellule. Ce chemin correspond a un lien physique continu
entre ’environnement extracellulaire et le matériel génétique et pourrait constituer une
voie privilégiée de régulation du comportement cellulaire en fonction des contraintes
environnementales (tenségrité) [42, 43].
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Ainsi, le cytosquelette est un intermédiaire entre la matrice extracellulaire et la ma-
trice nucléaire dont les altérations influencent l'activité transcriptionnelle de genes
spécifiques.

Dans cette these, il est supposé que la mécanotransduction par la voie mécanique
est réalisée par le cytosquelette selon un mécanisme de réorganisation coordonnée de
l'architecture du cytosquelette en réponse auxr changements mécaniques de la matrice
extracellulaire.

Les propriétés physicochimiques et de viscoélasticité ainsi que l'organisation structu-
rale (lien entre matrice extracellulaire et matrice nucléaire) des filaments intermédiaires
suggerent qu’ils sont les meilleurs candidats, parmi tous les composants cytosquelet-
tiques, pour une possible transduction mécanique et structurale des signaux de I'envi-
ronnement extracellulaire vers la matrice nucléaire [44]. Pour cette raison, nous nous
sommes focalisés sur les filaments intermédiaires et plus particulierement sur les cy-
tokératines qui sont des protéines de type filament intermédiaire majoritairement ex-
primées dans les cellules épithéliales (modele cellulaire principalement observé dans
cette these).

Les cellules épithéliales sont fixées les unes aux autres par des jonctions membranaires,
assurant la cohésion de ’épithélium, telles que les desmosomes (jonctions adhérentes
cellule-cellule). De plus, les cellules épithéliales s’ancrent a la lame basale ou a la matrice
extracellulaire (pour les cellules en culture) par des jonctions membranaires adhérentes
appelées hémidesmosomes. Ces deux types de jonctions adhérentes sont des plaques,
fixées a la membrane plasmique (par I'intermédiaire des cadhérines ou des intégrines),
contituées d’un assemblage de protéines dont des protéines associées aux filaments in-
termédiaires (desmoplaquines dans les desmosomes, BPAG1 dans les hémidesmosomes)
[75]. Ces protéines associées aux filaments intermédiaires, constituant les plaques des-
mosomes et hémidesmosomes, soudent les filaments intermédiaires a ces plaques. Des
faisceaux de filaments intermédiaires tapissent la membrane cellulaire pour former une
trame de soutien; d’autres s’étendent d’un bout a 'autre du cytoplasme ou ils se fixent
aux desmosomes (Fig. 2). Ainsi, les filaments intermédiaires d’une cellule sont reliés &
ceux des cellules adjacentes par les desmosomes. De plus, d’autres protéines associées
aux filaments intermédiaires se trouvent dans les complexes des pores nucléaires [14],
eux-mémes en relation avec la matrice nucléaire. De ce fait, les filaments intermédiaires
relient la matrice extracellulaire a la matrice nucléaire.

Les desmosomes assurent une continuité entre les réseaux de filaments intermédiaires
des cellules adjacentes permettant la cohésion de I’épithélium. Ainsi une contrainte
mécanique locale s’exercant sur une cellule est répartie sur les cellules adjacentes.
Cette redistribution des contraintes (compression, traction...) a travers le tissu évite
les phénomenes de rupture. Réciproquement chaque cellule est soumise aux contraintes
mécaniques exercées par les cellules adjacentes, alors par un mécanisme de renforcement,
elle réorganise son réseau de filaments intermédiaires afin de préserver son intégrité.

En outre, cette structure peut transmettre des informations mécaniques et chimiques
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provenant de l’environnement extracellulaire vers le noyau des cellules et vice versa.
Ainsi chaque cellule est informée des contraintes mécaniques subies par ses voisines et
s’adaptent en conséquence.

En résumé, les filaments intermédiaires semblent jouer un role mécanique, ils sont en
charge du maintien de 'intégrité cellulaire. De plus, la structure des réseaux de filaments
intermédiaires semble impliquer une fonction dans une transduction structurale des
signaux mécaniques provenant de ’environnement extracellulaire [9].

L’objet de cette these est [’étude de l'implication des filaments intermédiaires dans une
fonction mécanique, et plus particulierement, dans la fonction de mécanotransduction
s’exercant via un mécanisme de réorganisation de la structure du réseau en réponse aux
changements mécaniques de la matrice extracellulaire.

Cette problématique est appréhendée selon deux optiques différentes mais complémen-
taires, la premiere déductive et la seconde inductive. Par conséquent, cette these s’arti-
cule autour de deux parties.

La premiere partie —De la réalité au modéle: Caractérisation de [’architecture des
réseaux cytosquelettiques— traite de la caractérisation structurale des réseaux cytosque-
lettiques par des méthodes d’analyse d’images. La caractérisation de I'architecture des
réseaux cytosquelettiques se définit comme une représentation simplifiée des réseaux sui-
vie d’une quantification de leur architecture. Les outils nécessaires a cette caractérisation
sont définis lors du Chapitre 1. Le Chapitre 2 expose la méthodologie, développée pour
spécifier ’architecture de réseaux d’objets curvilignes, qui se compose de trois approches
découlant d’une observation hiérarchisée des réseaux. Cette méthodologie est ensuite ap-
pliquée dans le Chapitre 3, pour caractériser d'une part la variabilité intracellulaire de
I’architecture des réseaux cytosquelettiques, et d’autre part les variations architectu-
rales des réseaux cytosquelettiques de cellules exposées a des conditions mécaniques
différentes.

La seconde partie —Du modeéle a la réalité: Modele d’organisation morphofonction-
nelle du réseau de cytokératine— présente un modele d’édification du réseau de cy-
tokératine, s’appuyant sur I’hypothese selon laquelle 'organisation structurale d’un
réseau spécifique de cytosquelette dépend de sa fonction biologique. Ce modele a été
concu dans le but de valider I’hypothese, émise et observée lors de 1'étape de ca-
ractérisation, d’implication des réseaux de filaments intermédiaires dans la mécano-
transduction par variations architecturales. Cette seconde partie débute par un état de
I’art des modeles d’organisation du cytosquelette et de structures de type réseau dirigées
par leur environnement (Chapitre 4). L’exposé de notre modele mathématique d’orga-
nisation structurale du réseau de cytokératine d’une cellule épithéliale induite par des
contraintes mécaniques données, ainsi que la discussion sur les concepts de modélisation
utilisés sont faits dans le Chapitre 5. Nous présentons dans le Chapitre 6 un modele de
simulation, qui est dérivé du modele mathématique, et discutons des caractéristiques
numériques de ce dernier. Enfin, dans le Chapitre 7, nous nous livrons a un certain
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nombre d’expériences numériques, examinons et discutons les résultats obtenus.
Pour finir, nous discutons de quelques limitations de ce travail, et des améliorations
envisagées pour y remédier.
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1. Préliminaires

Dans la premiere partie de la these, notre but est de développer une méthodologie pour
caractériser I'architecture des réseaux de filaments intermédiaires afin de valider 1’hy-
pothese selon laquelle ’environnement mécanique extracellulaire module ’architecture
de ces réseaux. Cette hypothese, soutenue dans le laboratoire AIPC par Jany Vassy!,
reflete le role des filaments intermédiaires dans le processus de mécanotransduction.

La caractérisation de I'architecture des réseaux cytosquelettiques se définit comme une
représentation simplifiée des réseaux suivie d’'une quantification au sens topologique et
morphologique de leur architecture. Cette caractérisation a été développée en utilisant
différentes procédures d’analyse d’images qui sont exposées dans le Chapitre 2. Ces
différentes méthodes s’attachent a la prise en compte des différents niveaux de géométrie
des réseaux cytosquelettiques.

Cette caractérisation a été utilisée lors de deux études, ces dernieres sont le sujet du
Chapitre 3 dans lequel nous détaillons seulement leurs contextes et leurs conclusions,
chacune de ces études ayant fait 'objet d’une publication (jointes en Annexes B et C).
La premiere étude a eu pour but d’identifier les variations intracellulaires de 1’archi-
tecture des réseaux de filaments intermédiaires résultant des conditions mécaniques qui
s’appliquent différentiellement au sein d’une cellule. Elle a permis de mettre en évidence
et de discriminer I’hétérogénéité structurale des réseaux de filaments intermédiaires en
fonction des localisations intracellulaires. S’appuyant sur des expériences réalisées en
micropesanteur? (envoi de cellules dans 1’espace), la seconde étude a eu pour objet la
mise en évidence des variations de I'architecture des réseaux de filaments intermédiaires
induites par I’exposition de cellules a des conditions mécaniques différentes. Elle a per-
mis d’évaluer les variations architecturales entre les réseaux de filaments intermédiaires
de cellules épithéliales controles (cellules restées sur Terre) et ceux de cellules épithéliales
en micropesanteur.

Les données exploitées lors de ces études sont des images d’immunofluorescence en mi-
croscopie confocale, de réseaux de filaments intermédiaires de lignées de cellules tumo-
rales mammaires épithéliales (MCF-7). Nous présentons dans ce Chapitre, des notions

1. Maitre de conférence, Université Paris XIII, Bobigny.

2. Le Laboratoire d’Analyse d’Images en Pathologie Cellulaire a participé en 1999 & une expérience
en micropesanteur, nommée ’expérience EPITHELIUM, lors de la Mission spatiale Photon 12 sous
I’égide du CNES.
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de microscopie confocale, d’image et d’analyse d’images nécessaires a la compréhension
de la méthodologie de caractérisation utilisée.

Microscopie confocale

La condition nécessaire a la réalisation d’une caractérisation fondée sur des méthodes
d’analyse d’images, est 'obtention d’images de qualité. La qualité des images dépend
essentiellement du systeme de formation et d’acquistion d’images.

La microscopie confocale a balayage laser a été utilisée pour ses capacités d’obtention
d’images de tres haute résolution et de grande finesse. En 1955, Marvin Minsky a décrit
le principe de la microscopie confocale [54], cette derniere représente actuellement le
meilleur moyen pour obtenir des coupes optiques tres fines (de 0.7um d’épaisseur) au
sein d’un échantillon épais (> 20um).

Un diaphragme (trou d’épingle), placé sur le trajet optique devant le détecteur, assure
que seuls les rayonnements lumineux émanant du volume de I’échantillon situé dans le
plan de focalisation atteignent le détecteur (Fig. 1.1). Cette construction optique confere
a la microscopie confocale un pouvoir accru de résolution, car elle évite les phénomenes
d’interférences (effet de flou) rencontrés en microscopie optique conventionnelle. Ces
effets de flou sont dus a la diffusion de la lumiere des plans hors-focus.

Pour construire une image bidimensionnelle, les informations (fluorescence) en chaque
point du plan focal sont collectées séquentiellement en balayant le champ ligne par ligne
a ’aide d'un miroir oscillant.

Pour nos études, 'acquisition des images est faite a ’aide d’un microscope confocal
a balayage laser (MRC600, BioRad) couplé a un logiciel de numérisation (COMOS,
BioRad).

Une image

Une image est une représentation bidimensionnelle d'un objet ou d'une scene prove-
nant généralement d’un espace tridimensionnel. Elle est générée par un systeme optique
qui capte la lumiere (ou le rayonnement émis), émise par l'objet ou par la scéne. L’in-
formation constituant I'objet ou la scene est ainsi transcrite en intensité de la lumiere
(luminosité).

Posons tout d’abord quelques définitions nécessaires a la définition des images numé-
riques.

Définition 1.0.1 Un pavage est une partition du plan, utilisant toujours les mémes
éléments ayant une forme élémentaire. Les éléments (régions élémentaires) constituant
le pavage sont appelés tesselles. Les tesselles sont des polygones convexes réguliers.
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Fi1G. 1.1 Principe de la microscopie confocale. Le diaphragme, placé devant le
détecteur, permet d’éliminer les contributions lumineuses provenant
des plans en dehors du plan focal.

Autrement dit, un pavage est la répétition de tesselles de méme forme, connectées par
leurs sommets, qui recouvre entierement le plan. Il existe plusieurs types de pavages
dont les plus communs sont le pavage carré et le pavage hexagonal.

000000 o [ ] [ ] [ ]
000000 [ ] [ ] [ ]
000000 o [ ] [ ] [ ]
0060000 [ ] [ ] [ ]
0000 00 [ ] [ ] [ ] o
00600 00 [ ] [ ] [ ]
0000 00 [ ] [ ] o [ ]
Pavage carré Pavage hezxagonal

FEzxemples de pavage d’un plan.
Chaque site figure le centre d’une tesselle.

A tout pavage du plan est associé un maillage qui définit la relation entre les régions
élémentaires (tesselles) du pavage, c’est a dire le mode de connexion entre les régions
élémentaires.

Définition 1.0.2 Un maillage est un graphe G = (S,E) non-orienté dont les noeuds
sont les sites associés aux tesselles du pavage. Un site correspond au centre de gravité
de la tesselle associée. Une aréte de ce graphe relie deux sites dont les tesselles sont ad-
jacentes. L’ensemble S est l’ensemble des noeuds du graphe et 'ensemble E est composé
des arétes de G.
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Chaque pavage induit une structure de maillage particuliere, il existe une relation de
dualité entre le pavage et le maillage.

Une image numérique est une image dont le plan bidimensionnel est discrétisé en
un pavage, constitué de petites régions élémentaires uniformes et disjointes auxquelles
une valeur entiere est assignée qui correspond a la discrétisation des intensités de la
lumiere. Une région élémentaire du pavage est appelée un point image ou un pixel
(picture element). A chaque point image est associé une valeur qui integre les valeurs
de luminance sur le petit voisinage du site (centre de la tesselle).

Le pavage est obtenu de maniere implicite par échantillonnage de 'image analogique
lors de la phase de numérisation. Les images que nous avons analysées lors de cette
étude, provenaient d’un systeme de numérisation travaillant en pavage carré. Une image
numérique peut alors étre considérée comme une matrice bidimensionnelle dont les
indices des lignes et des colonnes caractérisent les coordonnées spatiales d’un point
image et dont la valeur des éléments de la matrice correspond a l'intensité de la lumiere
de ces points (niveaux de gris).

Définition 1.0.3 Soit f une image en nweauz de gris définie sur un domaine Dy et
prenant ses valeurs dans I = [0,L],

f: D cNxN — JICN
p =y — flp)==

f est une fonction qui associe une valeur entiére (z € I) a chaque point p du domaine
Dy.

Chaque point p appartenant a Dy, appelé point image, est défini comme le couple de
ses coordonnées spatiales p = (x,y) (x € N, y € N) dans le domaine Dy.

Pour chaque point image p € Dy, f(p) = z est appelée le niveau de gris, lintensité ou
Ualtitude (si on considere f comme un relief topographique) du point image p.
Remarque -

— Le domaine image D; est un espace bidimensionnel borné.

— Le champ I de la fonction f, ou résolution en niveaux de gris de I'image f, est
un intervalle de N borné I = [0,L] tel que z = 0 correspond au noir et z = L
représente le blanc. Toutes les valeurs intermédiaires entre 0 et L sont des nuances
de gris variant graduellement du noir au blanc.

Les définitions des voisinages de points et les métriques associées sont liées au type de
maillage. La donnée d'un graphe G = (S = Dy,E) de maillage permet de définir pour
tout point image p, un ensemble de points de I'image appelé voisinage vg(p) de p. Ce
voisinage vg(p) est défini de la fagon suivante:

va(p) = {q € Dy : (p,g) € E}
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Tout point image ¢ appartenant a vg(p) est un voisin du point image p, c’est a dire
que q est adjacent a p dans le graphe G, il existe une aréte dans E allant de p a q. La
notion de voisinage doit étre prise au sens de I’adjacence de sommets dans le graphe de
maillage et non au sens topologique.

Dans le cas d'un pavage carré, il existe deux structures de maillage (ou trame), I'une
en 4—connexité et 'autre en 8—connexité. Les voisinages d'un point image p de coor-
données spatiales (z,y), dans le graphe de maillage G4 et G§g, sont représentés ci-dessous.

— En 4—connexité, p a quatre voisins (points adjacents), le voisinage vg,(p) de p
contient les points images de coordonnées (z,y—1), (x—1,y), (x+1,y) et (x,y+1).

— En 8—connexité, p a huit voisins (points adjacents), le voisinage vg,(p) de p
contient les points images de coordonnées (v — 1,y — 1), (z,y — 1), (z + 1,y — 1),

(z—Ly—1)| (ry—1) |[(x+1y—1)

(x - 1ay) (Z‘,y) (*1' + 17y)

(z—1ly+1)| (zy+1) [(z+1y+1)

Les deux métriques discretes, dy(-) et dg(-), associées respectivement & une trame en
4—connexité et 8—connexité, sont définies Vp,q € Dy de la maniere suivante:

ds(p,q) =] xp — 2 | + | yp — yq |

ds(p,q) = max(| Tp — Lq |, Yp — Yq )

L’information contenue dans une image doit étre simplifiée afin d’en extraire les seules
informations pertinentes en vue de I’application considérée; ces informations pertinentes
doivent ensuite étre traitées pour eétre décrites et interprétées. L’ensemble de ces pro-
cessus est désigné par le terme d’analyse dimages.
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Analyse d’images

L’analyse d’images peut étre considérée comme la simplification, I’extraction et I'in-
terprétation et/ou la quantification de I'information contenue dans une image. L’objectif
du processus d’analyse d’images est de construire une description de I'image, dans une
perspective donnée, en vue de son interprétation et/ou de sa quantification. Ce proces-
sus repose sur la fagon d’appréhender I'image, définie par les applications envisagées, qui
engendre une ou des problématiques d’analyse. Une problématique d’analyse implique la
définition d’objets (primitives) appropriés a la compréhension et & la caractérisation de
I'image appréhendée selon I'application considérée. La nature de ces objets (primitives)
guide la conception des algorithmes a chaque étape du traitement.

Définition 1.0.4 On appelle primitive ’élément de base qui par répétition de lui-
meme décrit totalement les structures constituant une image.

Les premieres étapes de l'analyse d’images sont des traitements de bas niveau tels
que les prétraitements et la segmentation (Fig. 1.2). Les prétraitements ont pour but
d’améliorer la qualité des images et de permettre 'extraction des informations perti-
nentes. Les prétraitements ont pour objet la transformation de 'image brute qui est
souvent bruitée et sa simplification, I'image contenant une trop grande quantité d’in-
formations. Le second type de traitement de bas niveau est la segmentation qui consiste
en la partition de I'image f en sous-ensembles non vides disjoints R;, appelés régions,
telles que:

Vi R #0

Vi,j i#j,RiNR; =10

F=UR,

Une ;égion est un ensemble connexe constitué de points images ”homogenes” selon un
critere donné: tous les points d’'une méme région ont une ou des propriétés similaires.
La définition du critere déterminant ’appartenance a une région découle de la nature
des objets conceptuellement prédéfinis (primitives). Cette segmentation, conférant a
des notions de similarités, revient a une analyse qualitative des structures composant
I'image, c’est a dire a une détection des objets prédéfinis selon la problématique. Dans ce
cas, les objets sont des régions qui se différencient les unes des autres selon des criteres
prédéfinis.

D’autres types d’objets peuvent étre définis, comme par exemple une ligne discrete.
Une ligne discrete est un chemin dans N2,

Définition 1.0.5 Un chemin dans N? est une suite de points images (noeuds du
maillage) po, p1,- -+ ,pn distincts et deuz a deux adjacents pour le graphe de maillage de
["tmage.

Une ligne discrete est un objet dont 1’épaisseur est un point image. La définition de ce
type d’objet induit des processus de segmentation de type squelettisation. La squeletti-
sation a pour effet de mincir les structures, composant une image, jusqu’a l'idéalisation
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Fic. 1.2 Organigramme du processus d’analyse d’images

des structures a des lignes discretes, que I'on appelle squelettes. Le squelette condense
I'information de la structure originale tout en préservant ses propriétés.

Apres les étapes de traitement de bas niveau, I'image obtenue est une représentation
simplifée, schématique de I'image originale, résultant de la nature des objets préalable-
ment définis.

Les traitements de haut niveau font suite aux traitements de bas niveau et utilisent les
informations fournies par ceux-ci conjointement aux informations a priori définies par
la problématique de ’analyse. Les traitements de haut niveau integrent I'extraction de
parametres quantitatifs caractérisant les structures composant les images segmentées en
s’appuyant sur la définition des objets, ainsi que l'interprétation des résultats obtenus
(Fig. 1.2). Ces traitements de haut niveau peuvent étre assimilés a une analyse quantita-
tive lorsque la finalité de 'application n’est pas seulement interprétative (reconnaissance
de formes).

Les différentes étapes du processus d’analyse d’images sont résumées dans l'organi-
gramme présenté dans la Figure 1.2.

Ces préalables étant établis, nous décrivons, dans le Chapitre 2, les méthodes d’analyse
d’images mises au point pour caractériser I’architecture des réseaux cytosquelettiques,
et exposons dans le Chapitre 3 les résultats de ’application de ces méthodes a deux
études spécifiques.
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2. Caractérisation par des méthodes
d’analyse d’images de I’architecture
des réseaux cytosquelettiques

Nous montrons ici qu’une caractérisation exhaustive de ’architecture des réseaux cy-
tosquelettiques nécessite de considérer différentes problématiques s’attachant a la to-
pologie et a la géométrie des réseaux ainsi qu’a la géométrie et a la morphologie des
éléments les constituant. L’objet de ce Chapitre est de présenter la méthodologie que
nous avons mis au point pour caractériser les différents aspects de l'architecture des
réseaux cytosquelettiques.

Sommaire
2.1 Concepts de caractérisation . . ... ... ... ... ..... 35
2.2 Approche Filament . ... ... .. ... ............ 38
2.2.1 Filtre non-linéaire ¢p . . . . . . . . ... 39
2.2.2 Reconstruction des objets curvilignes . . . . . . ... .. ... 45
2.2.3 Quantification des objets curvilignes . . . . .. .. ... ... 51
2.3 Approche Maillage. . . . . . . . . . i i i i v i v et 54
2.3.1 Fermeture morphologique en niveaux de gris . . . .. .. .. 54
2.3.2 La ligne de partage deseaux . . .. .. .. ... ... .... 56
2.3.3 Fusionderégions . . . . . . ... ... 59
2.3.4 Quantification des mailles . . . . ... .. ... ... ..... 61
2.4 Combinaison des approches . . .. .. ... .......... 64
24.1 Segmentation . . . .. . ... L oo 65
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2.1 Concepts de caractérisation

Les réseaux cytosquelettiques peuvent étre envisagés a des niveaux différents d’ob-
servation. Chaque niveau d’observation permet de considérer un aspect particulier des
réseaux cytosquelettiques. L’étude des différents aspects apporte une information utile
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Caractérisation de I’architecture par analyse d’images

: N

(a) (b) (c)

Fi1G. 2.1 Primitives définies pour la caractérisation des réseaur cytosquelet-
tiques. (a) l’entité réseau, (b) la maille et (c) l'objet curviligne.

a la compréhension du role du cytosquelette. Une observation macroscopique nous per-
met d’appréhender le réseau dans sa totalité par sa configuration architecturale, tan-
dis qu'une observation plus fine, dite microscopique, conduit a l'individualisation des
éléments constitutifs (les filaments) du réseau et a la considération de leur morphologie.
Ces deux niveaux d’observation menent a la définition de deux types de problématiques
qui permettent une caractérisation aussi exhaustive que possible de I'architecture des
réseaux cytosquelettiques:

— a un niveau macroscopique, une problématique de caractérisation de la topologie
et de la géométrie des réseaux pour une analyse de I’architecture des réseaux,

— a un niveau microscopique, une problématique de caractérisation de la géométrie
et de la morphologie des éléments constitutifs des réseaux cytosquelettiques, pour
une analyse de la morphologie des filaments.

La premiere problématique, relative a la topologie et a la géométrie des réseaux,
propose la caractérisation de l’architecture des réseaux. Le réseau, défini comme un
encheveétrement de filaments peut étre considéré comme une entité propre. En outre, un
réseau peut étre assimilé a une structure de filet, a un maillage; il est alors appréhendé
comme une juxtaposition de mailles. Dans ce cas, I’élément constitutif d’un réseau est
une maille. Par conséquent, cette problématique induit la définition de deux primitives
(Déf. 1.0.4) permettant la description et la représentation des images: le réseau et la
maille.

La seconde problématique, relative a la géométrie et la morphologie des filaments, pro-
pose la caractérisation de la forme des éléments constitutifs des réseaux qui sont les fila-
ments. La primitive, induite par cette problématique, est un objet qui doit représenter
un filament. Un filament peut étre conceptualisé comme un objet curviligne de type
ligne discrete (page 32).

Par conséquent, I'observation hiérarchisée qui mene a la considération de deux problé-
matiques engendre la définition de trois types de primitives:

— le réseau (Fig. 2.1(a)),
— la maille (Fig. 2.1(b)),
— Dobjet curviligne (Fig. 2.1(c)).
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Ces trois types de primitives doivent maintenant étre définis de maniere explicite.
e Réseau

Définition 2.1.1 Soit un graphe non-orienté G, défini par une paire d’ensembles G =
(S,E) satisfaisant E C S x S. L’ensemble S représente un ensemble dont les éléments
sont appelés sommets ou noeuds du graphe G. L’ensemble E est l’ensemble de paires
—non ordonnées— des divers sommets de S, ces paires sont appelées arétes du graphe G.
Un réseau est un graphe non-orienté.

Remarque - Les sommets ou noeuds du réseau sont des points objets ayant un seul
voisin (extrémité) ou plus de 2 voisins qui sont eux-mémes des points objets. Les arétes
du réseau sont des lignes discrétes dans N? reliant deux sommets du réseau. Tous les
points images appartenant a une aréte ont au plus deux voisins appartenant a cette
arete.

Interprétation — Le réseau cytosquelettique est constitué d’'un enchétrement
de filaments interconnectés. Les sommets ou noeuds du réseau peuvent étre
assimilés & des points d'anastomose! entre deux filaments cytosquelettiques.

e Maille

Définition 2.1.2 Soit un chemin fermé non sécant dans N?, c’est a dire une suite de
points images adjacents po, p1,- - ,Pn tel que pog = pn. Les points situés a l'intérieur de
la boucle formée par ce chemin constituent un ensemble connexe de N* de type région.
Cette région est appelée une maille.

Interprétation — L’enchevétrement des filaments cytosquelettiques figure un
maillage semblable a un filet. Ce maillage dans le plan est composé de mailles
Jjuxtaposées de formes et de tailles variables.

e Objet curviligne

Définition 2.1.3 Un objet curviligne est un objet, défini comme une ligne discrete de
N2 (un chemin dans N?), dont [’épaisseur est un point image.

Interprétation — Un filament cytosquelettique, visualisé par immunofluores-
cence en microscopie confocale, décrit une courbe en niveaux de gris dans le
plan image.

Remarque — La primitive réseau et la primitive mazille sont des structures duales vis
a vis de la complémentation, la premiere de type frontiere et la seconde de type région.

1. points de communication, d’attachement entre deux filaments distincts.
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Le réseau constitue la frontiere entre les différentes régions que sont les mailles.

Une problématique d’analyse implique la définition de primitives qui permettent la
compréhension et la description des images. La définition de primitives guide ensuite
la conception des algorithmes de segmentation des images (analyse qualitative) et la
définition des parametres pertinents de quantification (analyse quantitative).

L’analyse qualitative de l’architecture des réseaux cytosquelettiques et de la mor-
phologie des filaments résulte de la mise au point de méthodologies de segmentation
spécifiques a chaque problématique, qui s’appuient sur les définitions des primitives
induites.

De méme, 'analyse quantitative consiste en la définition de parametres caractérisant
les structures composant I'image, induite par les primitives précédemment définies. La
quantification, découlant de la définition de la primitive réseau, s’attache a la densité
et la connexion des réseaux de filaments intermédiaires, alors que celle, induite par la
définition de la primitive maille, s’attache a la structure de maille (géométrie et forme
des mailles). La définition de la primitive objet curviligne implique une quantification
focalisée sur la morphologie des filaments.

Ainsi, selon les problématiques et les primitives induites, les réseaux peuvent étre
caractérisés en terme de connexion, de densité, de structure de maille ou de morphologie
de filaments. Par conséquent, les différents aspects des réseaux cytosquelettiques, la
topologie et la géométrie des réseaux ainsi que la morphologie des filaments, peuvent
étre spécifiés.

Comme trois types de primitives ont été définis, trois approches d’analyse ont été
imaginées pour une caractérisation exhaustive de I'architecture des réseaux cytosque-
lettiques.

La premiere approche, ’approche filament, qui repose sur la définition de la primi-
tive objet curviligne et associe plusieurs types de méthodologies d’analyse d’images,
s’attache a ’analyse de la morphologie des filaments.

La deuxieme approche, 1’approche maillage, ayant pour but la caractérisation de la
géométrie des réseaux en terme de structure de maille, a été développée a partir de la
définition de la primitive maille et utilise principalement des procédures de morphologie
mathématique.

L’approche maillage et ’approche filament découlent de la définition de deux primi-
tives qui sont des éléments constitutifs des réseaux. La combinaison de ces approches
constitue la troisieme approche induite par la définition de la primitive réseau qui ca-
ractérise la topologie des réseaux cytosquelettiques en terme de densité et de connexion.

2.2 Approche Filament

La caractérisation de la morphologie des filaments, qui repose sur une problématique
de caractérisation individualisée des filaments, en s’appuyant sur la définition de la
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primitive objet curviligne, a pour intitulé 1’approche filament. Le processus de segmen-
tation de 'approche filament, qui mele différentes méthodologies, comporte deux étapes.
Les images en niveaux de gris sont tout d’abord traitées par un filtre non-linéaire 1,
qui ne préserve que les voisinages des maxima régionaux en s’attachant a la géométrie
des objets curvilignes. Lors d’une seconde étape, les objets curvilignes sont reconstruits
par une procédure de seuillage dynamique combinée a des opérations de morphologie
mathématique.

2.2.1 Filtre non-linéaire v

Un filtre non-linéaire a été développé dans un but de simplification et d’extraction de
I'information pertinente contenue dans les images, en prenant en compte la géométrie
des structures composant les images. Ce filtre, appelé v, integre trois opérateurs qui
s’exécutent séquentiellement: un opérateur M linéaire (filtre moyenneur), un opérateur
S de pseudoseuillage et un opérateur D de décision. L’image finale 1 (f), obtenue par
I’application du filtre ¢ sur I'image originale f, est une image en niveaux de gris des
voisinages de lignes de crétes. L’expression de I'image finale ¢ ( f) en fonction de I'image
originale f est donnée par I'expression suivante:

U(f) = D(S(M(F)))

Les différents opérateurs, entrant dans la définition du filtre v, sont maintenant détaillés.

e Opérateur linéaire M (filtre moyenneur):

Les images originales f sont préalablement traitées dans un but de réduction du bruit.
Les images originales sont soumises a un filtre moyenneur. Cet opérateur linéaire M est
un filtre de convolution dont le noyau de convolution h (réponse impulsionnelle) est
a support borné [—m,m| x [—=m,m|, avec m € N. La valeur du point image (z,y) de
I'image transformée M (f) en fonction de I'image originale f est donnée par ’expression
suivante: o

M(f)(zy)= > Y hig)fle—iy—j)
i=—m j=—m

dont les coefficients du noyau de convolution A sont définis tels que:

1

vig € [mmom] k() = G

La condition > > h(i,j) = 1 est respectée ce qui implique que le filtre ne modifie
i=—m j=—m
pas l'intensité moyenne des régions de 'image.

La valeur du point image (z,y) de I'image transformée M(f) en fonction de I'image
originale f est alors donnée par 1’expression suivante:

D> fa=iy=j)

mj=—m

M(NE9) = g 2

1=
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Interprétation — Ce filtre consiste a calculer la valeur d’un point image (x,y)
comme la moyenne des niveaux de gris de la fenétre, qui est définie par le noyau
de convolution [—m,m| x [—m,m], centrée sur le point image (z,y).

La taille du noyau de convolution (2m + 1)? est définie en fonction de la largeur
moyenne (en point image) des structures (filaments) de I'image: le noyau de convolution
doit pouvoir étre totalement inclus dans les filaments afin d’éviter la dégradation du
signal. La largeur du noyau de convolution, qui est 2m + 1, doit étre inférieure a la
largeur moyenne des filaments.

Interprétation — La condition imposée sur la taille du noyau de convolution
du filtre moyenneur évite I'étalement (I'épaississement) des structures de type
filament.

e Opérateur S (pseudoseuillage):

Les images M (f), transformées par l'opérateur M, sont ensuite soumises a un pseu-
doseuillage par borne inférieure au niveau ¢ dans le but de supprimer les pixels du fond.
L’opérateur S réalise une classification grossiere des points images (points objets ou
points du fond) en prenant leur intensité comme critere. La valeur du point image (z,y)
de I'image transformée S(f) par 'opérateur S, en fonction d’une image originale f est
donnée par ’expression suivante:

0 flzy) <t

SOED=1{ o) Tt

Dans le cas du filtre non-linéaire v, la valeur du point image (x,y) de 'image transformée
par 'opérateur S(-) en fonction de 'image originale f est alors donnée par 'expression
suivante, qui intégre I'étape précédente du filtre moyenneur M:

0 M(f)(xy) <t
(zy) M(f)(xy) =t

Interprétation — Les points images ayant une intensité inférieure au niveau t
sont définitivement transformés en point du fond, c'est a dire que leur intensité
est assignée a 0 (z = 0, intensité des points du fond).

s ={

Remarque - L’opérateur S agit comme un opérateur de seuillage sans transformer
I'image en niveaux de gris en image binaire.

Les points images, non modifiés par 'opérateur de pseudoseuillage S(-), sont a cette
étape considérés comme des points objets. La valeur du seuil ¢ est, soit déterminée de
facon empirique par 'utilisateur, soit calculée comme l'intensité moyenne des points
images appartenant au fond de I'image M (f).
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Apres I'application de 'opérateur de pseudoseuillage S, une premiere classification des
points images est faite déterminant deux classes de points, les points images appartenant
aux objets et les points du fond. Les points images de S(M (f)) sont alors transformés
par un dernier opérateur, 'opérateur de décision D qui réalise une classification plus
fine.

e Opérateur D (de décision):

L’opérateur de décision D travaille au niveau des intensités des points images pour
caractériser la topologie du voisinage d'un point image. Selon la topologie de leurs
voisinages, les points images sont alors classés en deux catégories, points objets ou
points du fond.

Les points images sont classifiés selon leurs statuts de maximaux régionaux. Pour cette
classification, les criteres de décision sont Ny, et Ly, qui sont respectivement confrontés
a des seuils d et 0 pour décider du statut du point image (z,y). La valeur du point image
(x,y) de 'image transformée D(f) en fonction d’une image originale f est alors donnée
par ’expression suivante:

[ flzy) Nay>det Ly, <0
D)) = { TG0 FmZ it <l

Pour chaque point (z,y) d'une image f, les critéres N, et L,, sont définis de la fagon
suivante:

Ny = t{(2"y') € Dy : dg((z,y),(2'y)) < mtels que f(z,y) > f(2',¢)} (2.1)

Loy = t#{(2"y) € Dy : ds((z,9),(z",y)) < ntels que f(z,y) = f(z',y)} (2.2)

avec n € N et dg(+) est la distance discréte en 8—connexité. Le symbole # se rapporte
au cardinal d’un ensemble.

Interprétation — Le critére N, représente le nombre de points images voisins
du point courant (x,y) dont l'intensité est inférieure ou égale a l'intensité du
point (z,y) dans un voisinage qui est défini par une fenétre de taille (2n + 1)*
centrée sur (z,y) (Eq. 2.1).

Le critére L,, représente le nombre de points images voisins du point courant
(x,y) dont l'intensité est égale a l'intensité du point (x,y) dans un voisinage
défini par une fenétre de taille (2n + 1)* centrée sur (z,y) (Eq. 2.2).

La taille (2n + 1)? de la fenétre, représentant le voisinage sur lequel a lieu le calcul de
Ny et Ly, depend de la largeur moyenne en points images des structures a analyser:
le filament doit étre totalement inclus en largeur dans le masque de sélection.

Le critere N,,, qualifie la situation du point (z,y) au sens topographique, les intensités
des points sont assimilées a des altitudes, dans un voisinage donné. Plus la valeur du
critere N,, est grande, autrement dit, plus N,, s’approche de (2n + 1)?, plus le point
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image (r,y) a des chances d’appartenir & un maximum régional. Si N, est égal a
(2n + 1), alors le point (z,y) est le ou I'un des maxima du voisinage considéré, le point
(x,y) a l'intensité la plus haute du voisinage. La valeur du seuil  associé au critere Ny,
doit exprimer I’aire en points images que peuvent au plus représenter les structures a
détecter dans le masque de sélection. La racine carrée v/6 doit étre égale & la largeur
moyenne des sructures. Ainsi la confrontation du seuil § au critere N,, permet de classer
comme point objet uniquement les points appartenant a l'intérieur des structures.

Le critere L,, qualifie 'appartenance d'un point (z,y) a un plateau, qui est défini
comme une région constituée de points ayant la méme altitude (en ’occurrence, la méme
intensité). Le seuil # associé a L,, permet de révéler les zones dites floues comme des
zones de gel cytoplasmique ou des zones correspondant a des structures défocalisées. La
valeur du seuil € est telle que sa racine carrée v/ soit plus grande que la largeur moyenne
des structures a détecter. Cette condition permet d’identifier des points appartenant a
des régions homogenes, au sens des intensités, qui sont plus grandes en surface que les
structures a détecter.

La combinaison des deux criteres permet de repérer des points qui sont des maxima
régionaux tout en évitant les points appartenant a des plages de haute intensité qui ne
correspondent pas a des structures a détecter.

Par conséquent, la valeur du point image (z,y) de I'image transformée v (f) par le filtre
non-linéaire v, en fonction de I'image originale f est donnée par ’expression suivante
(Fig. 2.3):

G(f)(wy) = DISM(f))(w.y) = { S ﬁ - Jot ILZ - ¢

Les criteres de décision N, et L,, sont calculés sur 'image S(M(f)). Les points images
qui avaient été classés comme points du fond lors de 1'étape de pseudoseuillage ne
changent pas de statut. Seuls, des points classés points objets pour le pseudoseuillage
changent de statut. L’algorithme complet du filtre non-linéaire 1) est présenté a la page
44.

Les conditions imposées sur la taille (2m + 1)? du noyau de convolution du filtre
moyenneur M (-) et sur la taille (2n + 1)? du voisinage de sélection de I'opérateur de
décision S(-) donnent la relation suivante:

2m + 1 < Largeur moyenne des structures < 2n + 1

Par conséquent, si la largeur moyenne des filaments est de 7 points images, une fenétre
de taille 9 x 9 points images est utilisée lors de I’étape de sélection de I'opérateur D(-),
ainsi qu'un noyau de convolution de taille 3 x 3 pour l'opérateur M(-) (Fig. 2.2).

La largeur, en points images, des structures a détecter peut étre estimée par comptage
du nombre de points images composant un segment dont les extrémités sont les points
images ayant les valeurs de gradient (Annexe A) les plus élevées (détection des contours).
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Fic. 2.2 Tailles de voisinage utilisées lors du filtre non-linéaire . La sous-figure
(a) montre une surface dans l’espace tridimensionnel qui représente
une image, contenant des structures de type filament, ou les intensités
des points images sont assimilées a des altitudes. Au-dessus du profil
est positionné un voisinage qui est utilisé par l'opérateur de décision
D(-) du filtre non-linéaire ¢. La sous-figure (b) est l'agrandissement du
voisinage apparaissant dans la Figure (a). L’étoile () repére le point
courant, et la sous-fenétre délimitée en gras figure le noyau de convo-
lution de lopérateur moyenneur M(-) du filtre 1. Les intensités des
points images sont ici repésentées par des niveauz de gris. Les points de
nweaux de gris clairs correspondent a des points constituant les struc-
tures a détecter de l'image. Inversement, les points de niveaux de gris
foncés sont des points du fond. Le masque de sélection de l’opérateur
D(+) inclut les structures a détecter alors que le masque de convolution
de Uopérateur M(-) est inclus dans les structures.
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Algorithme 1 Algorithme du filtre non-linéaire v de I’approche filament

Entrée: une image f, la largeur moyenne, notée Largeur, des objets composant
I'image, et 'intensité moyenne t des points du fond

Sortie: une image filtrée ¥ (f)
x % % [nitialisation des tailles de masque * * %

n «— E[Lesee=l] 4 1 (E[] = partie entiere)
Larg;ur—l] -1

*  * Filtre moyenneur (opérateur M) * * x*

m «— E|

Pour Tout point image (x y) Faire

M(f)(=y) = Gz > > fla—iy—j)

i=—m j=—m

Fin Pour
Pour Tout point image (z,y) Faire
* x % Etape de pseudoseuillage (opérateur S) * * x

Si M(f)(z,y) >t Alors

Nyy <0
Lyy <0
x % x Etape de sélection de I'opérateur de décision D * % %
Pour | = —n a n Faire
Pour k£ = —n a n Faire

Si M(f)(x+ky+1) < M(f)(x,y) Alors
Incrémenter N,

Si M(f)(x+ky—+1)=M(f)(r,y) Alors
Incrémenter L,
Fin Si
Fin Si
Fin Pour
Fin Pour
* % % Etape de décision de l'opérateur de décision D x* x* x
Si (Ngy > 0) et (Lyy, < 6) Alors
O(f)(@y) = M(f)(xy)
Sinon
O(f)(zy) =0
Fin Si
Sinon
v(f)(zy) =0
Fin Si

Fin Pour
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Remarque — Définissons 'opérateur I' = D o S comme la composition des opérateurs
SetD.

— Dopérateur I" est une transformation anti-extensive, I'(f) C f,

— Popérateur I" est une transformation idempotente, IT'(T'(f)) = T'(f).

Le filtre non-linéaire ¢ est un filtre adaptatif de lissage sélectif qui procede a un
lissage sur des zones satisfaisant un critere (lissage sélectif) en utilisant des masques
de sélection de tailles différentes (filtre adaptatif). Le filtre ¢)(-) préserve les voisinages
des maxima régionaux en s’appuyant sur la géométrie des objets curvilignes.

(a) (b)
F1G. 2.3 Filtre non-linéaire 1 de [approche filament. La sous-figure (a)

représente l'image originale f ot apparait un réseau dont les filaments
ont une largeur moyenne de 7 points images. La sous-figure (b) montre
limage filtrée obtenue pour un noyau de convolution de taille 3 X 3 et
un voisinage de sélection de taille 9 x 9.

2.2.2 Reconstruction des objets curvilignes

Dans 'approche filament, la phase de prétraitement, consistant en l'application du
filtre non-linéaire vy précédement décrit, est suivie d’une étape de segmentation, appelée
la reconstruction des objets curvilignes. L’image de départ f de la reconstruction des
objets curvilignes est une image en niveaux de gris constituée uniquement des voisins
des maxima régionaux d’une image originale, en 'occurrence une image filtrée par ().

La reconstruction des objets curvilignes fait intervenir un opérateur Ry, +,..](-) qui
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est construit comme une combinaison d’un seuillage dynamique et d’opérations de mor-
phologie mathématique.

Un seuillage dynamique est une transformation de seuillage dont la valeur du seuil
évolue au cours des itérations. La reconstruction des objets curvilignes utilise un seuillage
dynamique dont la valeur de seuil est décroissante et varie de t,,,4; & tmin. La plus grande
valeur de seuil t,,,, représente le niveau de gris maximal de I'image f.

tmaz = (x{;aé%f{f (,9)}
La valeur de seuil t,,,;,,, fixée par 1'utilisateur, doit étre supérieure a l'intensité minimale
de I'image f.
Pour toute valeur de seuil ¢ € [tmin,tmaz] (t € N), Popérateur de seuillage dynamique
est noté Si(-). La valeur du point image (z,y) € D; de I'image transformée S;(f),
Yt € [tminstmaz], en fonction de I'image f est alors donnée par 'expression suivante:

s ={ o Ca>?

sinon

La variable C?

Ty’
valeur au parametre ¢, qui est explicité ultérieurement, est définie de la fagon suivante:

utilisée comme critere de décision par 'opérateur S;(-) en confrontant sa

C;,y =#{(a"y) € Dy : ds((z,y),(x",y)) < n tels que
t< flrzy) <(I+7)xtet (1-7)xt< flz'y) <t} (2.3)

avec n € N et dg(+) est la distance discrete en 8—connexité (page 31).

Interprétation — La variable Cfcy représente le nombre de points voisins du
point courant (x,y), dont I'intensité vérifie f(x,y) € [t,(1+ 7) x t] (domaine de
sélection), dans un voisinage de taille (2n+1)? tels que leurs intensités f(z',y')
appartiennent 3 [(1 — 7) X t,t] (domaine de décision).

Le parametre 7, qui est un pourcentage (a valeurs dans |0,1[), module la sensibilité
du seuillage dynamique en fonction de la valeur du seuil ¢ en réglant la profondeur des
domaines de sélection [(1—7) X ¢,t] et de décision [t,(1+4 7) x t]. Plus la valeur du seuil ¢
est petite, plus le domaine de décision est petit, c’est a dire que les points images ayant
une intensité faible ne sont pas favorisés. La valeur de 7 est d’autant plus grande que
la valeur moyenne des niveaux de gris de I'image f est petite.

Le support spatial du domaine de décision est défini par un voisinage dont la taille
(2n+1)? dépend de la largeur moyenne des structures de I'image; le support du domaine
de décision doit pouvoir s’inclure dans les structures.

Le parametre ¢ est un parametre empirique qui doit au moins étre égal a la moitié du
nombre total de points images constituant le support spatial du domaine de décision,
autrement dit a $(2n + 1)2.
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Les points images sélectionnés, lors du seuillage dynamique pour une valeur de seuil ¢,
par la confrontation de C’iy (Eq. 2.3) au critere ¢ sont marqués, c’est a dire transformés
en points objets de 'image binaire S;(-) (Fig. 2.4), qui est ensuite soumise a d’autres
processus.

Remarque — Les images binaires S;(f) Vt € [tminstmaz], constituées des points (x,y) €
Dy vérifiant la condition C’iy > ¢, possédent les deux propriétés suivantes.

Stas (f) € Stonar—1(f) -+ € St (f)

Cette premiere propriété résulte de I'usage simultané d’un domaine de sélection [t,(1 +
7) X t] et d'un domaine de décision [(1 — 7) X t,t] différents.
La seconde propriété, qui s’exprime de la maniere suivante,

3t € [tminstmaz] St (f) N Si(f) # 0

découle du chevauchement des domaines de sélection et de décision pour deux valeurs
de seuil ¢t + 1 et t consécutives.

! R A

o~ [ N\ [\
N/ ~_ \WI -

Fic. 2.4 Seuillage dynamique pour la reconstruction des objets curvilignes dans

l'approche filament. La Figure représente une image monodimensio-
nelle f sur laquelle la procédure de seuillage dynamique S(f) est ap-
pliquée a la valeur de sewil t. Le support spatial du domaine de décision
est donné par le voisinage constitué de trois points, représenté dans le
coin gauche. Le domaine de sélection [t,(1+ 7) X t| est U'intervalle des
nweauz de gris défini par [t,Sup|. Le domaine de décision [(1—7) x t,t]
est lintervalle des niveaux de gris défini par [Inft]. Les intensités des
points sélectionnés (marqués) dans l'image f, lors du seuillage dyna-
mique o la valeur de seuil t apparaissent en rouge. Ces points consti-
tuent 'image binaire Sy(f).

La phase de seuillage dynamique terminée pour la valeur de seuil ¢, avant de passer
a la valeur de seuil suivante ¢ — 1, I'image S;(f) est transformée par des opérations de
morphologie mathématique afin de reconstruire les objets détectés au seuil ¢ et de les
associer aux objets précédement reconstruits a des seuils s > t.
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Une dilatation binaire d(-) par 'élément structurant H en 8—connexité est réalisée
sur chaque image Si(f) (Vt € [tmin,tmaz])- La transformation de dilatation dy(-) est
définie de la maniere suivante:

SulSi(f)] = S:«(f) © H

Interprétation — La dilatation dy(-) consiste & qualifier de point objet tout
point image adjacent 3 un ou plusieurs point objet (Annexe A).

La dilatation par H permet de restaurer la connexité sans favoriser une direction par-
ticuliere. L’élément structurant H en trame carrée et 8—connexité posséde la configu-
ration suivante:

1 11
H=1 11
1 11

Pour finir, afin de reconstruire les objets curvilignes, une squelettisation binaire est
réalisée sur les images 0 [S;(f)] tout en tenant compte du squelette de I'image f peu a
peu constitué au cours des étapes précédentes du seuillage dynamique pour les valeurs
de seuil s, t.. > s > t. Cette squelettisation est une squelettisation avec points
d’ancrage [3, 88|, qui sont les points du squelette préalablement construit pour des
valeurs supérieures de seuil.

Le squelette de 'image f, a la fin du seuillage dynamique pour la valeur de seuil £+ 1,
est noté SQ;41(f). La squelettisation avec points d’ancrage (pour obtenir le squelette
SQ:(f) de f pour la valeur de seuil t) est réalisée sur I'union de I'image d5[S:(f)] et
de l'image SQ+1(f) par un amincissement homotopique avec 1’élément structurant L,
dont la configuration est définie dans I’alphabet de Golay (Annexe A), itéré dans toutes
les directions jusqu’a idempotence. Le squelette SQ;(f) de I'image f pour la valeur de
seuil ¢ s’exprime de la fagon suivante:

SQuF) = ((SQuaalf) v oulSiNOL) (24)

L’union, représentée par le symbole V, des images dy[S;(f)] et SQr1(f), qui sont
définies sur le méme domaine de définition spatial Dy, s’exprime de la maniere suivante

[76]:

OulSe(NIV SQe(N))(wy) = (OulSi(f)]USQua(f))(zy)
= maz[op[Si(f)](2y),SQu(f)(zy)]  (2.5)

Interprétation — L ‘'opération d’union de deux images revient a affecter a chaque
point (z,y) du domaine de définition spatial, le maximum des deux intensités
de chaque image.
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Le symbole O de I'équation (2.4) indique que la transformation d’amincissement est
itérée dans toutes les directions c’est a dire que 'amincissement est séquentiellement
réalisé avec toutes les rotations possibles de 1’élément structurant L.

Interprétation — La transformation d’amincissement, notée (), consiste en
I’élimination des points objets dont la configuration de voisinage correspond a
la configuration fixée par I'élément structurant utilisé.

La propriété d’homotopie (préservation de la connexité) de I'amincissement découle
de 'homotopie de I'élément structurant utilisé. L est une configuration homotopique
puisqu’en inversant la valeur du point central la connexité est conservée.

Du fait de cette homotopie, I'image amincie tend vers une limite et il existe donc
un nombre maximal d’itérations au-dela duquel la tranformation devient idempotente
(Annexe A). La nomenclature (+), indique que la transformation d’amincissement ho-
motopique séquentiel est itérée jusqu’a ce que cette transformation devienne une trans-
formation idempotente, jusqu’a stabilisation du processus.

Pour une image en trame carrée considérée en 8—connexité, la transformation d’amin-
cissement homotopique séquentiel est effectuée en alternant successivement les éléments
structurants L et L’ pour toutes les rotations d’angle k% pour k = 0,--- ,7 et de centre
le point central des éléments structurants [18, 76]. L’élément structurant L possede alors
la configuration suivante

1 11
L= % 1 x aux rotations pres
000

et ’élément structurant L', établi par Levialdi [18, 50], a la configuration

* 0 0
L'=110 aux rotations pres.
* 1 %
Remarque - Le squelette SQ;(f) de I'image f, pour une valeur de seuil ¢, obtenu

par amincissement homotopique séquentiel, a les propriétés suivantes:

Pour t = tma:c Sthaac (f) - <5H[Stm‘” (f)]QL) 00

Jt € [tmimtmam] SQt-i-l(f) - SQt(f)

Ainsi pour chaque étape du seuillage dynamique pour une valeur de seuil ¢, une image
binaire est créée (S;(f)), cette derniere est dilatée dy[S:(f)] et ensuite soumise a une
squelettisation avec point d’ancrage afin d’obtenir le squelette SQ;(f) de I'image f qui
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intégre le squelette de f construit au cours des étapes précédentes ([t,az,t + 1]). Toutes
ces étapes définissent 'opérateur Ry, 4(-) de reconstruction des objets curvilignes.

L’image transformée Ry,,.. 4(f) pour la valeur de seuil ¢ en fonction de I'image origi-
nale f est alors donnée par les expressions suivantes:

Ritaet)(f) = ({ ({([Stmaz(f)GBH]QL)ooV[Stmax—l(f)@H]}QL> V---V[St(f)éBH]}OL>

oo

= ({ ({<6H[stmaz<f)}QL>oov6H[stm_1<f>1}QL) v---vaH[stw}OL) (2.6)
= SQu(f)

oo

(a) (b)

F1G. 2.5 Reconstruction des objets curvilignes de l’approche filament. La sous-
figure (a) représente 'image transformée par le filtre non-linéaire v sur
laquelle est réalisée la reconstruction des objets curvilignes. La sous-
figure (b) montre en bleu le résultat de la reconstruction des objets
curvilignes sur—imposée sur l'image originale. L’image (b) est l’image
résultat fr de l'approche filament.

Ce processus est effectué pour chaque valeur du seuil ¢ € [taz,tmin] afin de recons-
truire les objets curvilignes (Fig. 2.5). L’algorithme complet de reconstruction des objets
curvilignes est explicité a la page 52. Ainsi I'image résultat Ry, .. +,...1(f) de la recons-
truction des objets curvilignes en fonction de I'image originale f est alors donnée par:

Rt stmin (f) = 5Qt,0 () (2.7)

L'opérateur Ry, t...]() fournit le squelette binaire d’une image en niveaux de gris,
par une série de squelettisation avec points d’ancrage d’images binaires résultant d’un
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seuillage dynamique dont les domaines de sélection et de décision sont différents, dyna-
miques et dépendants des niveaux de gris.

L’image résultat de 'approche filament, notée fr, est un squelette binaire des

différents filaments composant I'image f.

2.2.3 Quantification des objets curvilignes

L’étape de segmentation de 'approche filament terminée, chaque filament consti-
tuant le réseau est représenté par un objet curviligne, c¢’est a dire une courbe discrete
d’épaisseur 1 point image. Une quantification développée dans une problématique de
caractérisation de la géométrie et de la morphologie des filaments doit s’attacher a la
spécification de filaments particuliers considérés comme représentatifs. De ce fait, il est
nécessaire de pouvoir individualiser un filament donné pour I'extraire et l'isoler afin de
le quantifier. La premiere étape de la quantification est donc I'extraction de filaments
particuliers rendue possible par ’étape de segmentation. La morphologie d’un filament
est décrite par sa courbure moyenne.

Extraction d’un filament caractéristique

Afin de pouvoir isoler un filament exhibant une forme qui caractérise une configuration
de réseau donnée, c’est a dire un filament considéré comme représentatif, un algorithme
interactif a été développé. L’utilisateur est invité a choisir le début du filament qu’il
souhaite analyser parmi les objets curvilignes de 'image résultat fr de ’approche fila-
ment. L’algorithme parcourt alors le filament, en enregistrant les coordonnées spatiales
des points le constituant, jusqu’a la rencontre d’un point de branchement (point du
squelette ayant plus de deux voisins dans le squelette). Au niveau d’un point de bran-
chement, 'algorithme propose a l'utilisateur toutes les directions possibles afin qu’il
décide de la direction a poursuivre. Le filament ainsi parcouru est alors sauvegardé ou
non selon le choix de 'utilisateur.

Ce filament, symbolisé par un objet curviligne, peut maintenant étre soumis a la
quantification.

Courbure moyenne des filaments

La courbure moyenne d’un filament renseigne sur le comportement morphologique du
filament et permet de spécifier sa forme caractéristique. La courbure, en chaque point, le
long d’un filament est calculée par une méthode géométrique qui est donnée ci-dessous.

Définition 2.2.1 Soit trois points x;_p, x; et x;i, appartenant a une courbe, on
construit les droites (x;_p,x;) et (x;,Tip).
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Algorithme 2 Algorithme de reconstruction des objets curvilignes de I’approche fila-
ment

Entrée: une image f en niveaux de gris représentant des voisinages de maxima
régionaux, t,, et tmae
Sortie: une image fr contenant un squelette binaire
x % % Seuillage dynamique par valeur décroissante * * x
Pour Tout niveau de gris t € [tin,tmae] Faire
x % x Initialisation des valeurs maximales et minimales des domaines de sélection
et de décision * * x

Sup — (1+7) xt

Inf—(1—-7)xt

x % x Etape de sélection du seuillage dynamique * * x
Pour Tout point (z,y) tel que f(z,y) € [t,Sup|] Faire

* % x Etape de décision du seuillage dynamique * * %

t

Cry <0

Pour | = —n a n Faire
Pour £ = —n a n Faire

Si f(x + ky+1) € [Inf,t] Alors
Incrémenter C7,
Fin Si
Fin Pour
Fin Pour
Si C}, > ¢ Alors
Marquage du point image (z,y)
Fin Si
Fin Pour
x % * Dilatation des zones marquées * * x

Dilatation par ’analogue, en trame carrée et en 8—connexité, de 1’élément struc-
turant H de 'alphabet de Golay des zones marquées.

x % % Squelettisation avec points d’ancrage des zones dilatées * *

Squelettisation, par amincissement homotopique par les éléments structurants L
et L' itérés dans toutes les directions jusqu’a idempotence, des zones marquées en
tenant compte de squelette préalablement construit.

Décrémenter t

Fin Pour
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x2
X1

X3

Fi1G. 2.6 Méthode géométrique de calcul du rayon de courbure.

Le point d’intersection des médiatrices des segments [x;_p,x;| et [x;,x;14] est le centre
¢ du cercle osculateur (Fig. 2.6).

Le rayon R,,, aussi appelé le rayon de courbure, du cercle osculateur passant par les
trois points x;_p, x; et x;yp de la courbe, est égal aux distances suivantes:

R, = d(xi_p,c) = d(z;,c) = d(z;44,¢)

La courbure k(z;) de la courbe au point x; est égale a l'inverse du rayon de courbure.

Définition 2.2.2 La courbure moyenne d’un filament est définie comme la somme des
courbures en tous les points du filament divisée par le nombre de points constituant le
filament.

Interprétation — Lorsque la courbure moyenne le long d’un filament donné est
proche de 0 alors le filament a un comportement rectiligne.

L’approche filament décrit symboliquement les réseaux cytosquelettiques par un en-
semble d’objets curvilignes individualisables (les représentations des filaments) qui
permettent la caractérisation de la morphologie des filaments constituant les réseaux

du cytosquelette.
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2.3 Approche Maillage

La caractérisation de la géométrie des réseaux cytosquelettiques en terme de struc-
ture de maille, développée a partir de la définition de la primitive maille, utilise prin-
cipalement des procédures de morphologie mathématique. Cette approche est nommée
I’approche maillage.

Une maille est définie comme un ensemble de points connexes qui est délimité par
une frontiere. Les images traitées par cette approche se caractérisent par le fait que
les points images frontieres aient des intensités de niveaux de gris plus élevées que
celles des points images appartenant aux régions qu’ils délimitent (Fig. 2.7(a)). Cette
caractéristique, si elle n’est pas réalisée, peut étre obtenue simplement par une inversion
d’image (Annexe A).

De ce fait, I’approche maillage considere une image comme un relief topographique, les
intensités de niveaux de gris sont assimilées a des altitudes: c¢’est a dire que les points,
dont les niveaux de gris sont de hautes intensités (blanc), représentent des points de
haute altitude (points de collines ou points de montagnes) alors que les points, dont
les niveaux de gris sont de faibles intensités (noir), équivalent a des points de basse
altitude (points de plaine ou points de plateaux) (Fig. 2.7(b)). Donc les frontieres des
mailles sont les chaines de montagnes ou de collines du relief qui encerclent des plaines
et plateaux représentant les mailles. L’approche maillage a donc pour but la détection
et la quantification des plaines ou plateaux du relief.

Lors de cette approche, les images sont préalablement traitées par une fermeture mor-
phologique en niveaux de gris [76]. L’étape de segmentation de cette approche comporte
deux phases, la premiere est I’application de la transformation de la ligne de partage
des eaux et la seconde est une procédure de fusion de régions. Pour finir, I'image seg-
mentée est soumise a un jeu de parametres de quantification permettant d’extraire des
caractéristiques géométriques et morphologiques de primitive de type région.

2.3.1 Fermeture morphologique en niveaux de gris

L’étape de prétraitement de I'approche maillage consiste en une fermeture morpholo-
gique en niveaux de gris dont la taille dépend de la largeur moyenne des frontieres des
mailles, c’est a dire la largeur moyenne de filaments (ou largeur des chaines de mon-
tagne). La fermeture morphologique [63], qui est une dilatation suivie d’une érosion
(Annexe A), se définit de la fagon suivante pour une image f en niveaux de gris [76]:

Vo € Dy F(f)(z) = inf sup|[f(z)]

yeSe zes,
Sy et Sy représentent respectivement les voisinages des points x et y.

Interprétation — La fermeture morphologique F(-) en niveaux de gris affecte
a tout point x de l'image f l'intensité du point ayant l'intensité minimale sur
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o
(a) (b)

Fi1a. 2.7 Image vue comme un relief topographique. La sous-figure (a) représente

un réseau visualisé par de fortes intensités de niveaux de gris (image
d’origine). La sous-figure (b) représente le profil tridimensionnel de
limage (a) ot les intensités des points images sont assimilées a des
altitudes. Un relief de montagnes o les fonds des vallées correspondent
auzx mailles et les chaines de montagnes auz filaments.

le voisinage centré sur x dont tous les points ont préalablement été affectés a
I'intensité maximale sur leurs voisinages respectifs.

Le voisinage S, d'un point z utilisé pour une fermeture morphologique est un élément
structurant ayant la configuration H définie dans l'alphabet de Golay (Annexe A)
[35, 72]. Pour la trame carrée, 'analogue de H est I’élément structurant cruciforme
en 4—connexité ou I’élément structurant carré en 8—connexité.

Le voisinage utilisé pour réaliser la fermeture doit pouvoir s’inclure en largeur dans
les frontieres des mailles. La taille (2n + 1)? du voisinage se définit donc telle que 2n + 1
doit étre inférieur a la largeur moyenne des frontieres des mailles.

Remarque - La fermeture morphologique est un filtre morphologique qui permet de
combler les trous, les vallées étroites et de connecter les objets proches.

Ce filtre morphologique est un filtre de rang comme le filtre médian [27], qui peut étre
catégorisé comme un filtre passe-bas, un filtre de réduction de bruit.

La fermeture morphologique permet en particulier de lisser les frontieres des mailles
détériorées sous l'effet du bruit (Fig. 2.8).
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o
(a) (b)

F1G. 2.8 Fermeture morphologique en niveaux de gris. La sous-figure (a)

représente 'image originale ou apparait un réseau dont les filaments
ont une largeur moyenne de 7 points images. La sous-figure (b) montre
le fermé de l'image (a) obtenu avec un voisinage de taille 5 X 5.

2.3.2 La ligne de partage des eaux

Apres 'étape de prétraitement, la premiere phase de la segmentation de ’approche
maillage est I'application de la méthode de la ligne de partage des eaux [4, 7, 23].

L’idée sousjacente de cette méthode provient de la géographie. La ligne de partage des
eaux d'un relief topographique inondé est ’ensemble des lignes divisant les domaines
d’attraction de la pluie tombant sur une région [73]. L’autre alternative est d’imaginer
I'immersion d’un relief, les bassins sont remplis a partir des minima locaux. Aux points
ol 'eau des différents bassins se rencontre, des barrages sont construits. Quand le niveau
d’eau a atteint le plus haut pic du relief, le processus est arrété. Le relief est partitionné
en régions ou bassins séparés par des barrages appelés ligne de partages des eaux [6].

La méthode de ligne de partage des eaux fait intervenir deux notions qui se définissent
de la fagon suivante:

Bassin versant: espace géographique dans lequel toutes les eaux convergent vers le
méme minimum. Les différents bassins versants sont délimités par une ligne de
partage des eaux

Ligne de partage des eaux: ligne de créte des massifs qui délimite deux bassins ver-
sants adjacents.

Les alternatives conceptuelles de construction de la ligne de partage des eaux, la
premiere basée sur la recherche de la ligne de partage des eaux locale et la seconde fondée
sur 'inondation a partir des minima [91], ont engendré deux classes d’algorithmes.

Dans 'approche maillage, un algorithme ayant pour but la construction locale de la
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ligne de partage des eaux est utilisé.
La ligne de partage des eaux LPE(f) d’une image f en niveaux de gris est obtenue

par amincissement homotopique itéré dans toutes les directions jusqu’a idempotence
(Annexe A) [6].

LPE(f) = (fOL)w

Interprétation — L’'amincissement homotopique est effectué avec la configura-
tion de voisinage L itérée dans toutes les directions jusqu'a idempotence (An-
nexe A).

(fOL)s = (((((FO"L)Y O L)OH* L) O L) OO L) O6° L) O°L) O L)oo (2.8)

Le symbole () désigne la transformation morphologique d’amincissement (Annexe A).
Le parametre 6% représente la rotation d’angle k% avec k = 0,---,7 et de centre le
point central de 1’élément structurant (trame carrée considérée en 8—connexité). Les
rotations d’angle k% permettent d’obtenir les 8 configurations possibles de la famille de
voisinage définie par I’élément structurant L, autrement dit les configurations de L dans
toutes les directions. Le symbole O indique que la transformation d’amincissement est
itérée dans toutes les directions c’est a dire que 'amincissement est séquentiellement
réalisé avec toutes les rotations possibles de I’élément structurant L. La nomenclature
(1)o signifie que la transformation est itérée jusqu’a idempotence, c’est a dire jusqu’a
stabilisation du processus.

Définissons la transformation d’amincissement () d’une image f en niveaux de gris
effectuée avec une configuration de voisinage 7' quelconque. Chaque configuration de
voisinage T peut étre scindée en deux sous configurations 7T,, et T}, la premiere contenant
les points égaux a 1 et la seconde contenant les points égaux a 0. Alors ’amincissement
de I'image f en niveaux de gris est défini de la maniere suivante [5]:

(FOT)@) = { sl st swplfwll < 7o) < il )

f(z) sinon

Pour des images en trame carrée considérée en 8—connexité, comme dans le cas d'une
squelettisation binaire, I’amincissement homotopique séquentiel (Eq. 2.8), utilisé pour
construire la ligne de partage des eaux, est réalisé en alternant successivement les
éléments structurants L et L’ pour toutes les directions. L’analogue de ’élément struc-
turant L pour la trame carrée en 8—connexité est défini avec la configuration suivante:

1 11
L= % 1 x aux rotations pres
000

et 1’élément structurant L', établi par Levialdi [18, 50], qui est utilisé pour s’assurer de
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la connexité de la ligne de créte, possede la configuration suivante:

L=

* = %

0 0
10 aux rotations pres
1 %

Interprétation — Si on considére la configuration de voisinage L comme elle est
définie ci-dessus, la transformation d’amincissement pour une image en niveaux
de gris f consiste a remplacer le niveau de gris f(x,y) du point (x,y) par la
valeur A si et seulement A < f(z,y) < B tel que:
A=max{f(z—Ly—1),f(zy—1),f(x+1Ly—1)}

B=min{f(z - 1Ly+1),f(x,y+1),f(zr+ Ly+1)}

sachant que

L,
L = * *
f(z,y)
Ly Ly Ly

fa—1y+1) | flzy+1)| fle+1y+1)

L’amincissement homotopique séquentiel selon L est alors obtenu en réalisant

cette opération pour toutes les rotations d'angle k7 de la configuration de voi-
sinage L.

L’amincissement effectué dans toutes les directions abaisse les niveaux de gris des

pixels situés sur les flancs des pics, sans toucher aux sommets, ni aux vallées. En itérant
jusqu’a stabilisation, les lignes de crétes ont gardé leurs niveaux de gris d’origine et
entourent des régions dont le niveau de gris est uniforme et égal au niveau de gris le
plus bas de la région (Fig. 2.9).

En résumé,
— les points appartenant a la ligne de partage des eaux ne sont pas modifiés et
gardent leur altitude,
— tous les autres points sont, en fin d’itération, ramenés a 'altitude minimale propre
a chaque bassin.

L’image résultat LPE(f) est divisée en plusieurs zones: les bassins versants et la
ligne de partage des eaux. Les bassins versants sont les mailles du réseau et la ligne
de partage des eaux représente le réseau lui-méme (aux erreurs pres).
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(a) (b)

F1G. 2.9 Ligne de partage des eaux et bassins versants. La sous-figure (a)
représente l'image d’origine f. La sous-figure (b) montre la ligne
LPE(f) de partage des eaux et les bassins versants de f.

La dualité des primitives maille et réseau se retrouve dans la dualité de la ligne de
partage des eaux et des bassins versants.

La sur-segmentation est un probleme inhérent a la méthode de la ligne de partage des
eaux, elle est la conséquence de la démarche locale de la transformation d’amincissement
qui fait exister de nombreux minima locaux dans I'image originale. Pour remédier a ce
probleme, il est possible de développer des méthodes de correction comme la fusion de
régions.

2.3.3 Fusion de régions

L’algorithme de fusion de régions, qui a été développé, a pour but la réunion de bassins
versants adjacents similaires, selon certains criteres, par la destruction des sections de
ligne de partage des eaux qui les séparent.

L’altitude de deux bassins versants adjacents est confrontée, si le dénivelé existant
entre ces deux bassins versants est peu important alors l'altitude moyenne de la section
de ligne de partage des eaux, qui les sépare, est comparée aux altitudes des deux bassins
versants afin de déterminer ’effort minimal permettant de traverser la ligne de créte a
partir d’un des deux bassins. Si cet effort est jugé raisonnable, alors il est considéré que
le barrage constitué par la section de ligne de créte est inefficace contre une montée des
eaux et ce barrage est donc détruit, la section de ligne de partage des eaux est détruite et
les deux bassins versants sont réunis. Cet algorithme repose sur une détection des points
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de branchement et un parcours (un suivi) de la ligne de partage des eaux (page 62).

Définition 2.3.1 Un point de branchement de la ligne de partage des eauz est un point
ayant plus de deuz voisins appartenant a cette ligne (Cf. Déf 2.4.3).

Définition 2.3.2 Une section de ligne de partage des eaux est une partie de la ligne
de créte commencant au point de branchement courant et se terminant au premier point
de branchement rencontré.

Un simple seuillage permet d’extraire la ligne de partage des eaux et d’obtenir une
image binaire dont les seuls points objets sont les points de la ligne de partage de
eaux. Cette image binaire fy; ainsi que l'image LPE(f) de la ligne de partage des
eaux en niveaux de gris, qui provient sans aucune modification de la premiere étape de
segmentation de I’approche maillage, sont simultanément utilisées dans cette procédure
de fusion de régions.

A partir de 'image binaire f,;, les points de branchement sont détectés via une trans-
formation en Tout ou Rien avec la configuration de voisinage suivante (Annexe A):

* = %

1
1
*

* = %

aux rotations pres.

Une fois tous les points de branchement détectés, ’algorithme visite chacun des points
de branchement, et repere le nombre n de section de ligne de partage des eaux com-
mengant & ce point (nombre de points objets voisins du point de branchement courant).
Chaque section de la ligne de partage des eaux commencant au point de branchement
courant est alors parcourue.

Le suivi d’'une section de ligne de créte, appelée section courante, débute par la
détection de son premier point qui est 'un des points objets voisins du point de bran-
chement courant. Chaque point image détecté comme appartenant a la section courante
de ligne de créte est marqué (indexé) pour ne pas étre revisité. Une recherche des points
objets (points appartenant a la ligne de créte) voisins du point courant de la section
courante (dernier point marqué de la section courante), sur un voisinage carré de taille
3 x 3, qui ne sont pas encore marqués, permet de détecter le prochain point apparte-
nant a la section courante. De cette maniere, la section courante est parcourue point
image par point image. Les coordonnées spatiales des points images ainsi détectés sont
enregistrées. Ce suivi est interrompu lorsque le voisin du point courant est un point de
branchement, c’est a dire que la section courante a été entierement parcourue.

Simultanément au parcours de la section courante sur I'image binaire f5;, I'image
LPE(f) en niveaux de gris de la ligne de partage des eaux est utilisée pour informer
de l'altitude des deux bassins versants B; et By séparés par cette section courante.
L’altitude des deux bassins versants adjacents By et Bs est alors comparée. Si le dénivelé
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entre B; et By est inférieur a un seuil Spg, alors les altitudes de By et By sont comparées
a I'altitude moyenne A; le long de la section de ligne de crétes les séparant. L’altitude
moyenne A; est calculée a partir des altitudes des points de I'image LPE(f) en niveaux
de gris de la ligne de partage des eaux dont les coordonnées spatiales ont été enregistrées
lors du parcours de la section de ligne de créte. La comparaison des altitudes des deux
bassins et de 'altitude moyenne de la section courante se fait par la fonction suivante
min(|A; — Ay|,|A; — As|). L'utilisation du minimum reflete la notion d’effort minimal
pour la traversé de la ligne de créte a partir de I'un des deux bassins versants. Si la
valeur de cette fonction est inférieure a un seuil S;, alors la section de ligne de partage
des eaux est détruite dans I'image binaire fj; (les points objets de la section courante
sont transformés en points du fond) ainsi les deux bassins versants sont fusionnés et ne
font plus qu’une seule région.

Pour chaque point de branchement, ce traitement est itéré n fois, sachant que n est
le nombre de points objets voisins du point courant de branchement. Lorsque tous
les voisins au point de branchement courant sont marqués, c’est a dire que toutes les
sections de ligne de créte débutant du point courant de branchement sont traitées, on
applique ce méme traitement & un autre point de branchement. Ainsi, toute la ligne
de partage des eaux est parcourue section par section a partir des différents points de
branchement. L’algorithme complet de la fusion de région est donné a la page 62.

En conclusion, la fusion de régions opere une comparaison entre deux régions voisines,
si le critere de comparaison est verifié alors la réunion des deux régions est faite par
destruction de la section de ligne de partage des eaux les séparant (Fig. 2.10).

La sensibilité de l'algorithme depend des parametres Sg et S; qui sont définis par
I'utilisateur.

L’image résultat fy; de I’'approche maillage est une image binaire partitionnée en
régions connexes (les mailles).

2.3.4 Quantification des mailles

L’étape de segmentation terminée, chaque maille formée par le réseau est bien délimitée.

Une maille est une composante connexe de 'image (de N?). Afin de distinguer et d’iden-
tifier chaque maille, un algorithme d’étiquetage des composantes connexes d’une image
est réalisé: tous les points d’'une méme composante connexe sont affectés a une méme
intensité de niveaux de gris qui équivaut a 1’étiquette de la maille. Ainsi, chaque maille
est individualisable et la quantification de ses propriétés est alors possible.

Les parametres de quantification induits par la définition de la primitive maille doivent
qualifier la structure de maille du réseau, en d’autres termes, ils doivent renseigner sur la
géométrie et la forme des mailles constituant le réseau. Il est naturel alors de considérer
des indicateurs caractérisant des propriétés géométriques telles que 'aire, le périmetre,
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Algorithme 3 Algorithme de fusion de régions dans I’approche maillage

Entrée: une image LPE(f) en niveaux de gris de la ligne de partage des eaux et des
bassins versants et une image binaire f); représentant uniquement la ligne de partage
des eaux

Sortie: une image binaire fj; partionnée en régions délimitées par une ligne partielle
de partage des eaux

Détection des points de branchement de la ligne de partage des eaux dans fy,
Pour Tout point de branchement Faire
Pour Tout section de ligne de créte Faire
Parcours de la section courante de ligne de créte dans fy,

Calcul de laltitude moyenne A; de la section courante de ligne de créte dans
LPE(f)

Extraction des altitudes des deux bassins versants adjacents B et Bs a la section
courante dans LPE(f): Ay et Ay

Si| Ay — Ay |< Sp Alors
Simin(| 4 — A |,| A — As|) < S, Alors
Destruction de la section courante de ligne de créte dans fy,
Fin Si
Fin Si
Fin Pour

Fin Pour
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(a) (b)

F1G. 2.10 Résultat de l’approche maillage: fusion de régions. La sous-figure (a)

représente la ligne LPE(f) de partage des eauz et les bassins versants
de f présentée a la sous-figure 2.9(a). (b) montre en bleu le résultat
de la fusion de régions réalisée sur LPE(f) par destruction de section
de ligne de partage des eaux.

et des propriétés de forme comme le facteur de circularité pour quantifier les mailles
[10].
Aire de régions détectées

L’aire de régions détectées est un parametre géométrique qui aide a la définition de la
structure de maille des réseaux.

Définition 2.3.3 L’aire Ar d’une région R est définie comme le nombre de points
images constituant la région: Ap = #{p | p € R}

Interprétation — Plus I'aire moyenne des mailles est petite, plus la structure
de maille du réseau est fine.

Périmetre des régions détectées

Le périmetre d’une région R est un parametre géométrique qualifiant également la
structure de maille. Ce dernier peut étre estimé de la maniere suivante:

Pr=t{p:p€ Retpe IR}

Cette expression approxime le périmetre d’une région R par le nombre de points images
constituant sa frontiere OR.
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Le périmetre d’une région peut étre calculé exactement de la fagon suivante:

Pr = Z d(p.p+1)

p=po, PEOR

Ainsi le périmetre est égal a la somme des distances séparant deux points adjacents
(consécutifs) de la frontiere de R. La distance d est choisi selon la connexité de 'image:
pour une image en trame carrée, dy si 'image est en 4—connexité ou dg si I'image est
en 8—connexité.

Avant de calculer le périmetre d’une région R par cette méthode, les points images
constituant la frontiere de cette région doivent étre identifiés. Par des méthodes de mor-
phologie mathématique, les frontiéres interne 0; R et externe J,R d’une région peuvent
étre détectées.

O.R=(Re&H)\ R

Remarque - Les périmetres calculés a partir des frontieres interne et externe sont
sensiblement différents.

Facteur de circularité

Le facteur de circularité est un parametre morphologique qui indique la forme des

mailles des réseaux.

Définition 2.3.4 Le facteur de circularité C'z est défini comme suit: Cr = 47;,‘3’*.
R

Interprétation — [/ est égal a 1 si la forme de R avoisine celle d'un disque et
proche de 0 si la forme est tres allongée.

L’approche maillage donne une partition de l'image en régions délimitées par les
réseaux cytosquelettiques qui permet la caractérisation de la géométrie des réseaux
en terme de structure de maille.

2.4 Combinaison des approches

L’approche filament et I’approche maillage découlent de la définition de deux primi-
tives, respectivement 1’objet curviligne et la maille, qui sont des éléments constitutifs
des réseaux. Une combinaison de ces approches associe alors ces deux primitives pour
définir la primitive réseau.

La combinaison des approches a pour point de départ les images résultats fr et fus
des deux approches filament et maillage auxquelles des transformations de morphologie
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mathématique sont appliquées. Ces dernieres sont explicitées dans la Section suivante.
L’image finale fo, résultat de ces opérations, est utilisée pour calculer les parametres
permettant de quantifier les réseaux. Cette combinaison permet de caractériser la to-
pologie des réseaux cytosquelettiques en terme de densité et de connexion.

2.4.1 Segmentation

L’étape de segmentation de la combinaison des approches considere comme images de
départ les images résultats des approches filament et maillage qui sont respectivement
notées fr et fy;. Ces deux images fr et fy; sont des images binaires ayant les mémes
domaines spatiaux de définition.

La combinaison des deux approches procede en premier lieu par I'union des deux
images résultats, cette union est suivie d’une dilatation qui permet de connecter les
squelettes issus de 'approche filament et de 'approche maillage. La derniere phase de
I’étape de segmentation de la combinaison des approches est une squelettisation qui
permet de se ramener a une description de 'image en terme de réseau (enchevétrement
d’objets curvilignes). En résumé, la combinaison des deux approches consiste en la suite
des opérations suivantes:

fo=(((fmVU fr)© H)OL)x

ol H et L représentent les analogues, pour la trame carrée en 8—connexité, des éléments
structurants définis en trame hexagonale par 'alphabet de Golay (Annexe A).

En général, 'union de deux images f et g, définies sur le méme domaine de définition
spatial, peut étre exprimée de la maniere suivante [76]:

(f Ug)(z,y) = maz[f(z,y),9(z,y)]

La transformation morphologique de dilatation, notée @, est effectuée avec un élément
structurant carré de taille élémentaire n = 1. La transformation de dilatation est ex-
plicitée en Annexe A. Cette transformation a pour but de connecter les squelettes
provenant des deux approches (Fig. 2.11).

La squelettisation, qui est la derniere étape de segmentation de la combinaison des
approches, est réalisée par un amincissement homotopique avec I’élément structurant L
itéré dans toutes les directions jusqu’a idempotence.

L’image résultat fo de la combinaison des approches est un squelette binaire

représentant les réseaux cytosquelettiques.

2.4.2 Quantification des réseaux

L’étape de segmentation de la combinaison des approches terminée, des parametres
de quantification, induits par la primitive réseau, ont été développés. Ces parametres
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(a) (b)

Fi1c. 2.11 Combinaison des approches. La sous-figure (a) représente l’image

d’origine f. (b) montre en rouge le résultat de la combinaison des
approches sur-imposé sur limage f: c’est a dire la combinaison des
squelettes apparaissant en bleu dans les sous-figures 2.5(b) et 2.10(b).

caractérisent les propriétés de connexion et de densité des réseaux. Les définitions ainsi
que les interprétations des parametres sont données dans la suite.

Nombre de régions détectées

Le nombre de régions détectées, qui est un parametre topologique, est un indicateur
de la densité du réseau.

Définition 2.4.1 Le nombre de régions détectées est le nombre de composantes con-
nexes que comporte l’'image.

Interprétation — Le réseau est d’autant plus dense que le nombre de régions
détectées est élevé.

Ce parametre doit étre utilisé a des fins comparatives uniquement entre des images de
meéme taille.

Longueur totale des lignes détectées

La longueur totale des lignes détectées constituant le réseau est un parametre géomé-
trique qui spécifie la densité du réseau.
Définition 2.4.2 La longueur totale des lignes détectées est égale au nombre de points
objets composant le réseau.
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Interprétation — La longueur totale des lignes détectées est, tout comme le
nombre de régions detectées, fonction croissante de la densité du réseau.

De méme que le parametre précédent, la comparaison de deux réseaux par ce parametre
sous-entend deux supports spatiaux d’image de méme dimension.

Nombre de points de branchement

Le nombre de points de branchement est un parametre topologique qui caractérise la
connexion des réseaux.
Définition 2.4.3 Un point de branchement est un point objet ayant plus de deuz voi-
sins qui sont eur-meémes des points objets.
La détection des points de branchement est réalisée par une transformation en Tout
ou Rien avec 'analogue de I’élément structurant de type F', défini dans l'alphabet de
Golay, pour la trame carrée en 8—connexité.

Indice de connexion

Le nombre de points de branchement est un parametre plus significatif en relatif, c’est
pourquoi nous définissons le parametre d’indice de connexion. Ce dernier renseigne,
comme son nom l'indique, sur la connexion des réseaux.

Définition 2.4.4 L’indice de connexion est défini comme le rapport de la longueur
totale des lignes détectées sur le nombre de points de branchement:

Longueur totale des lignes détectées

Nombre de points de branchement

Interprétation — L'indice de connexion est inversement proportionnel a la
connexion du réseau. Ainsi, un indice élevé caractérise un réseau faiblement
connecté.

La combinaison des approches décrit symboliquement les réseaux cytosquelettique
par un enchevrétrement de structures curvilignes (larges d’un point image) qui per-

met de caractériser la topologie des réseaux en terme de densité et de connexion.

2.5 Discussion

Lors de ce Chapitre, nous avons développé une méthodologie de caractérisation de I’ar-
chitecture des réseaux cytosquelettiques par des procédures d’analyse d’images. Cette
méthodologie comporte trois approches (I’approche filament, I’approche maillage et la
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combinaison des approches), qui découlent de problématiques différentes et permettent
une caractérisation aussi exhaustive que possible des différents aspects de I'architecture
des réseaux en les représentant successivement par des objets curvilignes, des mailles
ou des réseaux. Ainsi ces trois approches permettent de quantifier I’architecture cytos-
quelettique en terme de morphologie des filaments, de structure de maille, de densité et
de connexion des réseaux. La méthodologie de caractérisation par ces trois approches
est résumée dans le schéma récapitulatif de la Figure 2.12.

L’approche filament, une approche originale, permet d’extraire 'information locale,
alors que 'approche maillage, une approche plus classique, dégage I'information a un
niveau plus global. Ainsi elles permettent de préserver des informations présentes a deux
niveaux de géométrie et de spécifier des parametres de quantification différents.

Cependant, chacune de ces deux approches utilisées seules ne suffit pas a caractériser
completement ’architecture des réseaux cytosquelettiques. La combinaison des ap-
proches, en associant les deux niveaux de géométrie, permet d’obtenir une représentation
plus complete de 'information.

De plus, la combinaison des approches peut étre assimilée a une méthode de correction
des résultats obtenus par 'une ou l'autre des approches en utilisant conjointement les
deux niveaux de réalisation.

Cette méthodologie de caractérisation utilise des représentations bidimensionnelles
d’objets tridimensionnels, de ce fait, les qualités des images ainsi que leurs positions
d’acquisition doivent étre d'une grande rigueur.

D’autres méthodologies d’analyse d’images, comme des algorithmes utilisant la géomé-
trie différentielle, pourraient améliorer la caractérisation de ’architecture des réseaux
cytosquelettiques en permettant 'extraction automatique de la largeur des filaments
80].

Dans le Chapitre suivant, deux études utilisant cette méthodologie sont présentées:

— la premiere s’attachant a mettre en évidence la variabilité intracellulaire de ’ar-
chitecture des réseaux cytosquelettiques,

— la seconde ayant pour objet la mise a jour de la variabilité de l’architecture
des réseaux cytosquelettiques de cellules soumises a des contraintes mécaniques
différentes.

D’autres applications de cette méthodologie de caractérisation peuvent étre envisagées
comme 'étude d’angiographie, la détection et la quantification de réseaux routiers. . .
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3. Variabilité de ’architecture des

réseaux de filaments intermédiaires

Dans ce Chapitre, nous utilisons la méthodologie, mise au point et décrite dans le Cha-
pitre précédent, pour caractériser ’architecture du réseau de filaments intermédiaires
dans deux études distinctes. La premiere concerne 'identification des variations de 1’ar-
chitecture du réseau de cytokératine aux différentes localisations cellulaires résultant
des contraintes mécaniques qui s’appliquent différentiellement au sein de la cellule. La
seconde s’attache a la mise en évidence des variations de l’architecture des réseaux
induites par I'exposition des cellules a des conditions mécaniques différentes.
Sommaire

3.1 Variabilité intracellulaire de ’architecture .. ... ... .. 71

3.2 Variabilité de ’architecture selon des conditions mécaniques
différentes . . . . . . . . . . L e e e e e e e e e e e 75

3.3 Conclusion . . . . v v i i i i e e e e e e e e e e e e e e e e e 78

Les deux études, décrites dans ce Chapitre, ayant été 'objet de publications incluses
en Annexes B et C, nous nous contentons d’en donner les contextes et d’en exposer les
résultats.

3.1 Variabilité intracellulaire de 1’architecture des

réseaux de filaments intermédiaires

La mise en évidence de la variabilité intracellulaire de 'architecture des réseaux de
filaments intermédiaires (réseaux de cytokératine), de lignées de cellules tumorales mam-
maires épithéliales (MCF-7) en culture, a été conduite sous ’hypothese que des configu-
rations différentes des réseaux de cytokératine refletent des contraintes locales différentes
subies par la cellule. Cette étude a fait 'objet d’'un article! qui est joint en Annexe B.

1. Quantitative analysis of cytokeratin network topology in the MFC-7 cell line. (1999). Portet S.,
Vassy J., Beil M., Millot G., Hebbache A., Rigaut J.P. et Schoévaért D. Cytometry 35. pp. 203-213.
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Pour ce travail la méthodologie de caractérisation, développée dans le Chapitre 2, a été
appliquée sur des images de réseaux de cytokératine visualisés par immunofluorescence
et microscopie confocale (Fig. 3.1(a)).

Les capacités de la microscopie confocale rendent possible I'acquisition d’images a
une position précise dans 'épaisseur des échantillons. Toutes les images, utilisées lors
de cette étude, ont été réalisées a des sections focales précises qui sont positionnées au
niveau de I'enveloppe nucléaire et dans la zone de contact cellule-matrice extracellulaire
(substrat).

De ces images ont été extraites des sous-images de méme taille de 100 x 100 pixels
selon un critere de localisation intracytoplasmique. En d’autres termes, les sous-images
ont été sélectionnées dans trois zones spécifiques, dans des zones de jonction cellule—
cellule et cellule-matrice extracellulaire, dans des zones de front de migration (zones
de protrusion des cellules en migration) et autour du noyau. Ces zones ont été choisies
parce qu’elles présentent des contraintes locales particulieres.

Les zones de jonction cellule—cellule ou de jonction cellule-matrice extracellulaire sont
des zones soumises a de fortes tensions locales. Les zones autour du noyau sont également
des zones d’application de contraintes locales, en effet la position et I'intégrité du noyau
sont maintenues. Les zones de front de migration sont des zones de relaxation exemptes
de contact extracellulaire et ol les contraintes sont minimales.

Le but de ce travail était de distinguer les motifs architecturaux des réseaux dans les
différentes localisations intracytoplasmiques choisies et de quantifier leurs variations ar-
chitecturales. La discrimination entre les différents motifs architecturaux a été réalisée
par des tests statistiques non-paramétriques de Mann-Whitney [48, 77], comparant,
deux a deux les trois différentes zones de localisation, par les parametres de quantifica-
tion développés dans le Chapitre 2.

Ainsi cette étude a permis de mettre en évidence trois différentes configurations ar-
chitecturales spécifiquement localisées dans le cytoplasme: un motif rectiligne présent
dans les régions des jonctions cellule—cellule et cellule-matrice extracellulaire, un motif
alvéolaire spécifiquement localisé dans la région périnucléaire autour du noyau et un
motif en "vague” existant dans les régions de front de migration (Fig. 3.1(b)).

Les différences architecturales entre les trois motifs identifiés de réseaux de filaments
intermédiaires se caractérisent par des différences significatives au niveau de la connexion,
de la densité, de la structure de maille et de la morphologie des filaments.

Le motif rectiligne se caractérise par une forte connexion, une densification du réseau
et une structure en maille allongée constituée d’'un enchevétrement de filaments ayant
une faible courbure. Le motif alvéolaire présente les mémes particularités que le motif
rectiligne pour la connexion et la densité du réseau, par contre il possede une structure
de maille tres arrondie. Enfin, le motif en "vague”, qui a une plus faible connexion et
une plus faible densité, possede une structure de maille plutot allongée constituée par
des filaments ayant de fortes courbures.

La plupart des parametres topologiques et géométriques utilisés pour la caractérisation
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des réseaux comme le nombre de points de branchement, I'index de connexion, la lon-
gueur du réseau, le nombre de régions détectées et leur aire ne permet pas de distinguer
le motif rectiligne du motif alvéolaire. Par contre, ces mémes parametres différencient
nettement le motif en "vague” des deux autres motifs rectiligne et alvéolaire.

Les motifs apparaissant dans des régions de forte contrainte locale (le motif rectiligne
et le motif alvéolaire) possedent les mémes propriétés topologiques de connexion et de
densité. Le réseau de cytokératine semble se densifier et établir plus de connexions entre
ses filaments dans ces régions. Ce qui suggere que la connexion et la densité du réseau
semblent influencées, augmentées par I'occurrence d’une contrainte locale.

Le motif alvéolaire, présent autour du noyau, a une structure de maille tres différente
de celle des deux autres motifs rectiligne et "en vague”. Les motifs rectiligne et “en
vague” ont une structure de maille similaire, les mailles sont allongées et larges, alors
que le motif alvéolaire a une structure de maille plus arrondie et plus fine.

La structure de maille dépend de la localisation intracytoplasmique, elle spécifie et
localise la position du réseau par rapport au noyau.

La morphologie des filaments varie selon la localisation intracytoplasmique. Dans
chaque motif, les filaments adoptent un comportement différent: dans le motif rectiligne,
les filaments sont assimilables a des droites, dans le motif en "vague”, les filaments sont
des courbes sinueuses, et dans le motif alvéolaire, les filaments sont des courbes fermées
proche du cercle (boucles). Le paramétre morphologique de courbure est le parameétre
le plus discriminant.

Lors de cette étude, il a été observé que l'approche maillage est plus efficace pour
des motifs isotropiques avec une forte connexion. L’approche maillage supprime toutes
possibilités d’individualisation d’un filament, par contre elle conserve bien les caractéris-
tiques géométriques des réseaux. L’approche filament pour sa part est plus efficiente sur
des motifs anisotropiques faiblement connectés.

En conclusion, la connexion et la densité des réseaux cytosquelettiques sont in-
fluencées par 'occurrence de contraintes mécaniques locales. La structure de maille
caractérise la position du réseau par rapport a la région périnucléaire (proche ou
distant du noyau) qui est considérée comme une région d’application de contraintes
locales. Enfin, la morphologie des filaments indique a la fois la position du réseau
par rapport au noyau et la présence ou l'absence de contrainte locale sur le site.
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(b)

Fi1Gc. 3.1 Variabilité intracellulaire de l’architecture des réseaux de cytokératine.

L’image (a) représente les réseaux de cytokératine de cellules tumorales
mammaires épithéliales en culture (MCF-7). Trois localisations intra-
cytoplasmiques spéficiques sont repérées: @ marque une zone autour du
noyau, % indique un front de migration et A pointe une zone de contact
cellule-cellule. Selon les localisations intracellulaires, les réseauz de cy-
tokératine adoptent des configurations architecturales différentes. Trois
types de motifs architecturaux ont été identifiés. L’image (b) montre
un exemple de chacun des types de motifs identifiés: de la gauche vers
la droite, le motif rectiligne, le motif en "vague” et le motif alvéolaire.
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3.2 Variabilité de ’architecture des réseaux de fila-
ments intermédiaires selon des conditions méca-

niques différentes

En 1999, notre laboratoire? a participé, lors de la Mission spatiale Photon 12 (CNES),
a une expérience en micropesanteur, I’expérience EPITHELIUM. Le but de I'expérience,
conduite par Jany Vassy, a été d’étudier le role de la gravité dans la transduction des
signaux de l'environnement vers le noyau a travers le cytosquelette. Selon notre hy-
pothese, la force gravitationnelle est une force externe qui pourrait jouer un role dans
I'organisation structurale du cytosquelette et par conséquent avoir des répercussions
sur la physiologie de la cellule. L’expérimentation spatiale offre une bonne opportu-
nité pour tester l'existence d'une relation entre 'organisation structurale cellulaire, la
transduction des signaux, la prolifération cellulaire et les conditions mécaniques.

Cette expérience et ses résultats font 'objet d'un article® qui est joint en Annexe C.

Lors de cette expérience, des méthodes d’immunofluorescence, de microscopie confo-
cale et 'analyse d’images ont été utilisées pour étudier la profilération cellulaire, la
transduction de signaux, l'architecture du cytosquelette et la structure de la chroma-
tine. Cette étude a comparé des lignées de cellules épithéliales tumorales mammaires
(MCF-7) en condition de micropensanteur pendant 48h, a des cellules en gravité obtenue
par centrifugation pendant le vol. Une partie du travail a porté sur la caractérisation de
larchitecture du réseau de filaments intermédiaires (de cytokératine) pour différentes
contraintes gravitationnelles.

La caractérisation du réseau de filaments intermédiaires s’est spécifiquement foca-
lisée sur I'étude du réseau périnucléaire. Cette zone a été spécialement choisie pour la
constance de son motif architectural, qui est formé d’alvéoles régulieres [60]. D’autre
part, le noyau représente la masse la plus importante sur laquelle les forces gravitation-
nelles pourraient agir.

Dans ce but, des images de réseaux de cytokératine ont été collectées dans un plan
focal situé entre le substrat et le noyau, a partir de populations de cellules soumises a
différentes conditions. Les différentes conditions étudiées lors de cette analyse sont au
nombre de six et sont énumérées ci-dessous:

— controle au sol (1g),
— to = 1h30,
— controle en vol au temps ¢; = 22h (1g par centrifugation en vol),

— micropesanteur au temps t; = 22h (ug),

2. Laboratoire d’Analyse d’Images en Pathologie Cellulaire, Institut Universitaire d’Hématologie,
Hopital Saint Louis, 1 Avenue Claude Vellefaux, 75475 Paris Cedex 10, France.

3. Effect of weightlessness on cytoskeleton architecture and proliferation of human breast cancer cell
line MCF-7. (2001) Vassy J., Portet S., Beil M., Millot G., Fauvel-Laféve F., Karniguian A., Gasset
G., Irinopoulou T., Calvo F., Rigaut J.P., Schoévaért D. Faseb J. Express 15.
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— controle en vol au temps to = 48h (1g par centrifugation en vol),
— micropesanteur au temps to = 48h (11g)

Pour chaque population de cellules, des sous-images de taille 100 x 100 points images
ont été extraites au niveau de la région périnucléaire. Le nombre total (toutes popula-
tions confondues) de sous-images utilisées pour cette étude est de 369. Les effectifs de
chaque population sont les suivants:

60 sous-images pour le controle au sol,

62 sous-images pour tg,

64 sous-images pour le controle en vol au temps tq,
— 59 sous-images pour la micropesanteur au temps tq,
— 75 sous-images pour le controle en vol au temps o,
— 49 sous-images pour la micropesanteur au temps 5.

La discrimination et la quantification des motifs architecturaux qui apparaissent selon
les conditions appliquées, ont été effectuées en utilisant des parametres de quantification
relatifs a la structure de maille. Pour se faire, ces parametres ont été soumis a des tests
statistiques non paramétriques de Mann-Whitney [48, 77|, comparant deux a deux les
six différentes populations de cellules.

Le motif architectural, dit ”motif alvéolaire” observé lors de la premiere étude, dans
la région périnucléaire [60], est également observé dans les populations de controle au
sol (Fig. 3.2(a)) et au temps t.

Nous avons pu mettre en évidence une différence significative de la structure de maille
entre les réseaux de cytokératine en micropesanteur et en condition de gravité (obtenue
par centrifugation en vol), tant au temps t; (22h) qu’au temps to (48h). Le maillage est
beaucoup plus "lache” en micropesanteur principalement au temps t,. Ce "relachement”
du réseau se traduit par une augmentation de la surface des mailles entre les filaments

(Fig. 3.2(b)).

En conclusion, la gravité influe sur I'architecture du réseau de cytokératine. Ce der-
nier apparait relaché, distendu (structure de maille tres large) en condition de micro-
pesanteur par rapport a celui observé en condition de gravité. Ces résultats confortent
I'idée que la densification du réseau résulte d’un processus de renforcement induit
par 'action de forces externes.
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Fi1G. 3.2 Réseaux de cytokératine de cellules controles et de cellules en micrope-
santeur. (a) représente les réseaur de cytokératine de cellules controles
(MCF-7). (b) montre les réseauz de cytokératine de cellules en micro-

pesanteur (MCF-7).
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3.3 Conclusion

La méthodologie de caractérisation de I'architecture des réseaux cytosquelettiques par
analyse d’images, exposée dans le Chapitre 2, comporte trois approches qui spécifient
différents aspects des réseaux tels que la morphologie des filaments, la géométrie et la
topologie des réseaux. Elle permet une étude, tant au niveau de la représentation qu’au
niveau de la quantification, aussi exhaustive que possible de I'architecture des réseaux.

Cette méthodologie a été utilisée pour deux études ayant pour but la mise en évidence
de la variabilité de I'architecture des réseaux de filaments intermédiaires en fonction des
contraintes mécaniques s’appliquant localement ou globalement aux cellules.

La premiere étude (Annexe B) concerne identification des variations intracellulaires
de 'architecture du réseau de filaments intermédiaires résultant des contraintes méca-
niques qui s’appliquent différentiellement au sein d’une cellule. Elle a permis de mettre
en évidence la variabilité structurale intracellulaire du réseau de cytokératine et de
caractériser plusieurs motifs architecturaux du réseau de cytokératine spécifiquement
localisés dans le domaine intracellulaire. Ces résultats nous ont amené a conclure a ’exis-
tence d’une relation entre les configurations architecturales du réseau de cytokératine
et les contraintes locales. Les variations architecturales du réseau de cytokératine sont
liées aux conditions mécaniques locales s’appliquant au sein de la cellule.

La seconde étude (Annexe C) a pour objet la mise en évidence des variations de l'ar-
chitecture induites par ’exposition de cellules a des conditions mécaniques différentes
(gravité et micropesanteur). La force gravitationnelle est une force qui agit sans point
d’application physique et est distribuée uniformément sur tout le corps, elle est nommée
force a distance. Par conséquent, 1’observation en gravité et en micropesanteur (absence
de gravité) offre la meilleure opportunité pour mettre en évidence 1'existence d’une in-
fluence des conditions mécaniques sur 'organisation structurale des réseaux cytosque-
lettiques. Cette seconde étude a permis d’évaluer les variations architecturales entre les
réseaux de filaments intermédiaires de cellules controles et ceux de cellules en micrope-
santeur et de ce fait, de mettre en évidence des effets de la gravité ou de ’absence de
gravité sur l'architecture des réseaux cytosquelettiques.

Ces deux études ont permis la mise en évidence de la variabilité de I'architecture du
réseau de filaments intermédiaires reflétant ’existence d’une relation entre ’organisa-
tion structurale du réseau de cytokératine et les conditions mécaniques extracellulaires.
Le réseau de cytokératine réorganise son architecture en réponse aux modifications
mécaniques locales ou globales de l'environnement extracellulaire, ce comportement
renseigne sur une fonction mécanique possible du réseau de cytokératine. Cette fonc-
tion mécanique sous-entend son implication dans le maintien de I'intégrité cellulaire et
potentiellement dans la mécanotransduction par voie structurale.

Afin de valider rigoureusement I'hypothese de fonction mécanique du réseau de cy-
tokératine selon laquelle I'organisation structurale du réseau est induite par les contrain-
tes mécaniques extracellulaires, un grand nombre d’expériences, utilisant des protocoles
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expérimentaux différents pour controler tous les parametres impliqués dans ce proces-
sus, serait nécessaire.

Une autre solution pour valider cette hypothese est la modélisation mathématique qui
permet de controler plusieurs parametres en meme temps.

Pour cette raison, en nous appuyant sur nos observations et nos résultats obtenus
par analyse d’images sur le réseau de cytokératine, nous avons développé un modele
mathématique d’organisation morphofonctionnelle du réseau de cytokératine dans lequel
son architecture est fonction des contraintes mécaniques environnementales.

Ce travail de modélisation fait I'objet de la seconde partie de la these.
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Du modele a la réalité:
Modele d’organisation
morphotfonctionnelle du
réseau de cytokératine
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4. Etat de ’art

La modélisation de 'organisation du cytosquelette n’est pas un sujet nouveau. La plu-
part des travaux traitant de ce sujet s’est intéressée a la dynamique de 'actine et, dans
une moindre mesure, a la dynamique des microtubules. Nous présentons ici quelques
travaux qui nous paraissent incontournables et/ou qui ont influencé la construction de
notre modele d’organisation morphofonctionnelle du réseau de cytokératine.

Pour étudier la dynamique du réseau de microfilaments, différentes approches ont
été envisagées: des approches moléculaires, des approches mécaniques, des approches
moléculaires incluant I'effet de I'environnement extracellulaire et des approches struc-
turales.

Dans Dufort et Lumsden (1993), la polymérisation et la dépolymérisation du cytos-
quelette d’actine, ainsi que les interactions entre une armée de protéines régulatrices et
les microfilaments sont étudiées dans un modele d’automate cellulaire [100], exposant
les dynamiques spatiales et temporelles du cytosquelette d’actine (transition sol-gel)
25, 24].

En 1994, Civelekoglu et Edelstein-Keshet ont développé un modele décrivant la for-
mation et les changements d’organisation du cytosquelette d’actine [17]. L’organisation
spontanée des filaments d’actine en réseaux paralleles et/ou orthogonaux, ainsi que la
transition entre ces deux types de structure sont étudiées. Ils ont montré quun change-
ment rapide, sous certaines conditions, dans les parametres représentant les interactions
biochimiques (affinités des molécules, taux d’association ou de dissociation) est suffi-
sant pour rompre la stabilité d’une distribution isotrope et entrainer la formation rapide
d’un réseau de filaments assemblés parallelement ou orthogonalement. Les propriétés
au niveau moléculaire définissent la structure macromoléculaire et l'organisation des
réseaux d’actine en structure de faisceaux de filaments arrangés parallelement ou de gel
de filaments ordonnés orthogonalement.

Ces deux modeles ont été et sont actuellement les références et points de départ de
beaucoup de modeles utilisant les mécanismes moléculaires pour expliquer la réorgani-
sation des réseaux de microfilaments.

En 1996, Mogilner et Edelstein-Keshet ont développé une classe de modele, dont le
modele exposé dans [17] est un cas particulier, pour étudier le comportement dyna-
mique d’ensembles d’objets dont les interactions sont dépendantes de leurs orientations
angulaires ainsi que de leurs positions spatiales [55]. Dans cette classe de modele, des
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processus comme 1’alignement, la formation de motifs et 1’agrégation sont décrits par
un ensemble d’équations aux dérivées partielles incluant un terme de convolution dont
le noyau représente l'intensité des interactions entre les objets selon les valeurs d’angles
et de distances. Ce type de modele est utilisable pour I’étude, a un niveau moléculaire,
de l'organisation des réseaux de microfilaments.

En 1998, Spiros et Edelstein-Keshet ont testé leurs précédents modeles [17, 55|, pour
les valeurs biologiques des parametres [79].

L’auto-organisation angulaire des réseaux de microfilaments a également été étudiée
par Geigant et al. (1998), via une équation intégro-différentielle de Boltzmann et comme
parametres les seules interactions entre les filaments d’actine [32].

D’autres modeles se sont intéressés a la distribution des longueurs des filaments d’ac-
tine selon 'activation des processus de polymérisation, de dépolymérisation et de frag-
mentation des microfilaments sous 'action de la gelsoline [28, 30].

D’autres approches ont ensuite pris en compte les effets de I’environnement extracel-
lulaire sur I'organisation du réseau de microfilaments.

La premiere approche de ce type a été celle développée par Sherratt et Lewis (1993)
[74]. 1ls ont modélisé I'alignement spontané des filaments d’actine en réponse a ’ani-
sotropie des champs de stress externes et internes. Dans ce modele non dynamique,
la réponse spontanée du réseau d’actine aux champs de stress dépend d’un unique
parametre représentant la résistance du réseau de filaments d’actine et des protéines
associées. Le role des protéines associées a l'actine et leurs interactions avec les mi-
crofilaments ne sont pas considérés explicitement. Cette approche est une approche
mécanique fondée sur le bilan des forces du systeme.

Dans le méme esprit mais en considérant les mécanismes moléculaires, Suciu et al.
(1997) ont proposé un modele qui reprend le modele de Civelekoglu et Edelstein-
Keshet (1994) [17], en I’étendant pour prendre en compte l'effet d’une force externe
sur le cytosquelette d’une cellule endothéliale [82]. Ce modele est sous la forme d’un
systeme d’équations intégro-différentielles décrivant la dynamique des filaments d’ac-
tine, les protéines associées a l’actine et la dérive des protéines transmembranaires dies
aux forces externes s’appliquant sur la membrane plasmique. Ils ont montré que 'effet
d’une force externe altere la dynamique des filaments ancrés aux protéines transmem-
branaires, ce qui est suffisant pour rompre la stabilité du réseau isotropique et favoriser
la formation d’une structure en faisceaux de filaments agencés parallelement.

En 2000, Wang a développé un modele afin de définir la relation entre la réorganisation
du réseau d’actine d'une cellule et les déformations du substrat agissant sur la cel-
lule sous I'hypothese qu’un filament individuel d’actine est pré-tendu, extensible et
linéairement élastique [93].

Plusieurs modeles ont également été proposés pour étudier la dynamique des microtu-
bules se fondant principalement sur les mécanismes moléculaires [11, 29, 45, 56, 62, 71].
Peu de travaux se sont intéressés a l’organisation structurale de ce type de réseau.

En 1990, Robert et al. ont proposé un modele d’auto-organisation spatiale du réseau
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de microtubules induite par un gradient de concentration de la tubuline qui est généré
par la croissance des polymeres [62].

La plupart des modeles s’est focalisée sur la dynamique de polymérisation des micro-
tubules ou sur leurs caractéristiques physiques [45]. Bolterauer et al. (1996) ont modélisé
I’assemblage et le desassemblage des microtubules par des fonctions stochastiques [11].
Enfin, Sept et al. (1999) ont développé un modele étudiant les oscillations des microtu-
bules (quantité totale de tubuline assemblée) fondé sur les cinétiques chimiques.

D’autres types d’approches completement différentes, participant de ce que nous pour-
rions nommer approche structurale, ont été développées a partir du concept de tenségrité
défini en 1993 par Ingber [42]. La tenségrité suppose que les connexions moléculaires
entre les récepteurs d’adhésion de la membrane cellulaire, les réseaux interconnectés du
cytosquelette et la matrice nucléaire fournit un chemin pour un transfert des signaux
mécaniques a travers la cellule, cette structure est considérée initialement soumise a des
forces qui se distribuent sur ’ensemble de la structure. Les modeles s’appuyant sur ce
paradigme et utilisant les structures de tenségrité ne fournissent pas une explication de
I'organisation structurale et de 'interconnexion du cytosquelette, mais ils donnent un
mécanisme possible pour comprendre la réponse d'une cellule & un stress [92, 97, 98|.
Ainsi ces modeles proposent de décrire et de quantifier le comportement global de la
cellule, soumise a des conditions de stress mécaniques, résultant des déformations du
cytosquelette.

Plus généralement, des modeles pour des structures de type réseau, dont 1’architecture
est influencée par I'environnement, ont été développés pour étudier leur construction
et/ou leur organisation spatiale. Ces modeles concernent des domaines différents comme
le développement des plantes, la mise en place d’un réseau de neurones, ’organisation
des fibres constituant la matrice extracellulaire.

Les plantes peuvent étre conceptualisées comme des structures de branchement (bran-
ches, racines. ..) assimilables a des réseaux. L’interaction avec l’environnement est un
facteur déterminant du développement des plantes. Mech et Prusinkiewicz (1996) [53],
ont développé un cadre général de modélisation qui utilise la méthodologie des systemes
de Lindenmayer, sorte de grammaire générative également appelés les L—systemes [61],
qu’ils ont étendu rendant possible un échange bidirectionnel entre les plantes et leur
environnement (Open L-systems). Cette méthodologie considere les plantes et leur en-
vironnement comme deux processus séparés qui communiquent et échangent des in-
formations. Cette méthodologie est appliquée a la modélisation du développement des
racines dans le sol en fonction des concentrations d’eau dans le sol et a la modélisation du
développement de plusieurs arbres en compétition pour l'espace et la lumiere. Ce type
de modele considere que les plantes interagissent avec I’environnement par un échange
rétroactif d’informations, ou l'environnement affecte la plante et réciproquement la
plante affecte I’environnement.

En 1997, Vaario et al. ont proposé un modele de formation de structures neuronales
conduite par leur environnement qui est modélisé par des champs de concentration
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régis par un processus de diffusion [87]. La construction des structures neuronales
est controlée par un processus d’agrégation (Diffusion Limited Aggregation) [69]. Le
controle par I'environnement réduit I'apport génétique et permet une évolution plus
rapide.

De nombreux modeles d’alignement des fibres de la matrice extracellulaire, formant
un réseau qui est créé, maintenu et modelé par des cellules appelées fibroblastes, ont
été proposés [20, 21, 58]. Ce phénomene d’alignement est crucial lors des processus
de cicatrisation des tissus. Dans ces modeles, I'environnement est constitué de cellules
gouvernant l'organisation des fibres (colagene) de la matrice extracellulaire.

Les principales approches de modélisation d’organisation de structure de type réseau
de la littérature ainsi exposées, nous proposons, dans cette seconde partie de la these,
une approche originale d’organisation structurale du réseau de cytokératine induite par
son environnement, qui combine différents aspects des approches existantes.

Notre modéle mathématique d’organisation morphofonctionnelle du réseau de cyto-
kératine d’une cellule épithéliale sous des conditions mécaniques données, est exposé et
les concepts de modélisation utilisés sont discutés dans le Chapitre 5. Dans le Chapitre 6,
un modele de simulation, dérivé du modele mathématique, est décrit. Les résultats des
expériences numériques, illustrant le comportement du modele sont présentés et discutés
dans le Chapitre 7.
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5. Modele d’organisation
morphofonctionnelle du réseau de
cytokératine

Nous formulons dans ce Chapitre un modeéle mathématique d’organisation morpho-
fonctionnelle du réseau de cytokératine d'une cellule épithéliale. Ce modele propose
I’établissement du réseau de cytokératine dans une organisation structurale spécifique
induite par les conditions mécaniques. Ce modele a pour but de caractériser la relation
entre 'architecture de ce réseau et les conditions mécaniques environnementales, qui
reflete sa fonction mécanique.
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L’organisation spécifique des réseaux de filaments intermédiaires cytoplasmiques ainsi
que leurs propriétes rhéologiques, qui sont décrites dans le Chapitre d’Introduction,
suggerent leur role dans la transduction des signaux mécaniques de ’environnement
cellulaire vers le noyau et dans le maintien de l'intégrité cellulaire [70]. De plus lors de
la premiere partie de la these, nous avons établi, via les résultats de la caractérisation de
I’architecture des réseaux cytosquelettiques par des méthodes d’analyse d’images, que
le réseau de cytokératine est une structure dépendante de ’environnement mécanique
(60, 90].

Ainsi notre hypothese de travail suppose que les filaments intermédiaires et plus
spécifiquement les cytokératines pourraient étre impliqués dans une fonction mécanique
incluant la mécanotransduction par la voie structurale (mécanique) et la préservation
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de l'intégrité de la cellule. Explicitement, le réseau de cytokératine réorganise son ar-
chitecture en réponse aux modifications mécaniques de I’environnement extracellulaire
43, 84, 85, 95]. De cette fagon, il convertit les contraintes extracellulaires en variations
architecturales tout en maintenant l'intégrité cellulaire.

Sous ces hypotheses, notre but est de proposer un modéle d’organisation morpho-
fonctionnelle des réseauz de filaments intermédiaires qui suppose que l'organisation
structurale d’un réseau spécifique de cytosquelette dépend de sa fonction biologique et
que les contraintes mécaniques régulent la synthese des protéines cytosquelettiques. En
d’autres termes, nous proposons un modele de construction de I’architecture des réseaux
de filaments intermédiaires induite par les conditions mécaniques présentes dans ’envi-
ronnement intra/extracellulaire.

5.1 Concepts de modélisation

A la fin de la mitose, une fois que la télophase est achevée, la cellule se divise en deux
cellules filles (cytodiérese). A cet instant Ienveloppe nucléaire des cellules filles vient
juste de se former.

Notre but ici est de modéliser I'établissement du réseau de cytokératine a partir de
cet instant, qui est dans la suite nommé 1’instant initial du modele, et est noté Ty. Le
domaine temporel [Ty,Th + Tinaz] du modele correspond a la durée de doublement d’une
cellule, T,qz-

Le domaine spatial représente 1’espace occupé par une cellule. Une cellule est supposée
constituée d'une membrane cellulaire, d'un cytoplasme, d’un noyau et de son enveloppe
nucléaire. Plus précisément, notre modele s’applique a une cellule épithéliale dont la
fonction de revétement implique une polarité basau—apicale divisant la membrane plas-
mique en 3 domaines: la face basale en contact avec la matrice extracellulaire, les faces
latérales en contact avec les cellules adjacentes et la face apicale en contact avec la
lumiere de 'organe.

L’environnement mécanique intra/extracellulaire dépend a la fois du temps et de I'es-
pace. Les différents types de contraintes, supposées agir sur la cellule, s’appliquent a
des positions spatiales spécifiques. De méme, les instants d’activation des différentes
contraintes sont distribués dans le domaine temporel. A partir de l'instant initial g (la
fin de la cytodiérese), il est supposé quun champ centripete de force s’établit autour
du noyau afin de maintenir I'intégrité nucléaire. Apres un certain temps, la cellule se
différencie en cellule épithéliale et acquiert des desmosomes et des hémidesmosomes. Les
desmosomes forment des plaques de quelques microns de diametre sur les faces latérales
de la cellule [75]. Les hémidesmosomes se situent sur la face basale de la cellule, ce
sont des plaques d’ancrage de la cellule a la matrice extracellulaire [78]. On peut alors
supposer que ces jonctions adhérentes transmettent les tensions qui s’appliquent sur
ces régions. Les régions d’action et les instants d’activation d’une contrainte dépendent
de la nature de cette contrainte. Les forces de cohésion préservant 'intégrité nucléaire
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et actives dans la région périnucléaire s’appliquent des l'instant initial 7y du modele.
Les contraintes résultant des jonctions, qui s’appliquent aux hémidesmosomes et aux
desmosomes sont activées au début de la différenciation de la cellule.

Notre hypothese de travail pose que 'action d'un stimulus mécanique intervient dans
la régulation de la synthése des protéines cytosquelettiques (synthétisées par des poly-
ribosomes libres dans le cytoplasme). Le processus de synthese peut étre conceptualisé
comme un phénomene de renforcement qui préserve 1’équilibre homéostatique. Lors-
qu'un stress externe est appliqué a une cellule, cette derniere réagit en synthétisant des
protéines dans le but de construire un réseau cytosquelettique capable de préserver son
intégrité. Il est supposé que 'application d’une contrainte active la synthese protéique
(la synthese de monomeres) dans la région périnucléaire. Les protéines sont tout d’abord
transportées le long des réseaux de microtubules ou de microfilaments, de la région
périnucléaire vers les régions d’action de contrainte [12]. Aux sites ou agissent des
contraintes, une oligomérisation (un assemblage latéral) de protéines en tétrameéres
prend place [33, 40]. Enfin, les tétrameéres sont libérées dans le cytoplasme. Les tétrameres
sont les sous-unités solubles de cytokératine et constituent ce que I'on appelle le pool so-
luble (Fig. 5.1(a)). Dans le modele, ’ensemble de ces évenements constitue ce que nous
nommerons le processus de synthése. Ce processus de synthese est controlé et modulé a
différents niveaux par divers facteurs.

‘ Direr

NCm==—$IC

4x8-mer 2x16-mer 1x32-mer

Tetramers |
|

Curren Opinon in Structual Biokogy. |

Formation of a unit-length filament (32-mer) by lateral aggregation of
four actamers (8-mer). Intermediate oligomers (16-mer) may constitute
a 'unit-length’ half filament, two of which would then associate laterally
to form a ‘unit-length’ filament. Obviously, this scheme is only a planar
Schematic representation of the possible interactions performed by representation of what is thought to occur by multiple interactions of

Gurtant Opiion in Strutural Biokgy

Pa"sﬂel CT:‘ dimers in generating the basic soluble oligomers of IF octamers in three dimensions. Neither do we want to give the
proteins. A dimer may, as indicated by the arrows, inter: i i i il
R he\{‘ 1 lrey bon) inyan il a:pf:);"m‘z\:‘y o impression that su riace'_ lattice-type arrangements are necessari ly real,
staggered mode, Ay Here the colld coils formed by helices 2 (bored nor should our scheme imply that octamers are the only possible
arrow) stick out freely on either end. By addition of further dimers in an oligomers for productive |F assembly.
antiparallel but unstaggered way, hexamers and octamers may form.
Note that the dimer is shorter than the tetramer (46 nm versus 65 nm).
(a) (b)

Fic. 5.1 Sous-unités du pool soluble et du pool insoluble. (a) représente les as-
semblages possibles des dimeres de filaments intermédiaires dont celui
donnant des tétrameres (sous-unités du pool soluble). (b) décrit l’as-
semblage des ULF (sous-unités du pool insoluble). Ce schéma est tiré
de Uarticle de Herrmann et Aebi [39]

Dans un premier temps, le processus de synthese est controlé par des concentrations
limites. L’activation et I'inactivation de la synthese est dirigée par le niveau de concen-
tration en tétrameres dans la cellule. Les sources de synthése (régions d’oligomérisation
en tétrameres) sont associées aux régions de contraintes. Par conséquent, l'activation



90

Modeéle d’organisation morphofonctionnelle du réseau de cytokératine

d’une source est dépendante de l'instant d’activation de la contrainte s’y appliquant.
De plus, I'intensité de la synthese a une source dépend de l'intensité de la contrainte s’y
appliquant. La synthese des protéines est également modulée par la distance séparant
la source de la région périnucléaire. Plus précisément, il a été supposé que la vitesse de
convergence du processus de synthese a son intensité maximale est inversement propor-
tionnelle a la distance la séparant de la région périnucléaire.

Une fois constitué le pool soluble se propage a travers le cytoplasme a partir des sources
de synthese (ou régions de contrainte) selon un processus de diffusion. A I'instant initial
Th, il est supposé que la cellule fille ne possede pas de réseau de cytokératine, celui-ci
s’étant désassemblé lors de la mitose dans la cellule mere [31, 64, 101]. Le cytoplasme
est considéré comme un fluide visqueux, incompressible et Newtonien (i.e., a viscosité et
densité constantes). De plus les cytokératines sont des protéines cytoplasmiques, ce qui
veut dire que la synthese ainsi que la diffusion du pool soluble sont confinées au compar-
timent du cytoplasme. Par conséquent, lors de la diffusion aucun flux transmembranaire
ne peut avoir lieu.

En conclusion, ’évolution du pool soluble est régie par deux processus, un processus
de synthese et un processus de diffusion. Les champs de concentration de pool soluble,
résultant de la synthese et de la diffusion, peuvent étre conceptualisés comme 'ex-
pression des champs de force intracellulaires engendrés par 1’environnement mécanique
intra/extracellulaire.

Les sous-unités du pool soluble sont les précurseurs, les briques de construction des
filaments de cytokératine [38]. Huit tétrameres s’apparient latéralement pour former une
entité que I'on nomme filament de longueur unitaire (unit-length filament), ULF [39]
(Fig. 5.1(b)). Les ULF sont les sous-unités des filaments, les sous-unités du pool insoluble
(le pool des filaments). Ces sous-unités de filament s’associent longitudinalement (bout
a bout) pour donner des filaments intermédiaires de 10nm de diametre et de longueur
variable [40, 41].

Tétrameres — ULF — Filaments

Dans notre modele, il est supposé que les tétrameres forment instantanément des ULF';
par conséquent seul 1’assemblage longitudinal des ULF, a partir des points d’initiation
ou en téte de filaments, est décrit. La premiere étape de la construction des filaments
consiste en 'initiation de filaments.

Simultanément a la diffusion du pool soluble, des filaments sont initiés en des sites selon
leur susceptibilité. La susceptibilité d’une position intracellulaire évalue sa potentialité
a initier un filament. La susceptibilité d’initiation de filament d’une position spatiale
dépend de son niveau de concentration en pool soluble et du fait que cette position soit
ou non déja occupée par un filament. Si la concentration en pool soluble a une position
donnée est inférieure a la concentration minimale (correspondant & 8 tétrameres) qui
est nécessaire a la constitution d’'un ULF, alors l'initiation de filament ne peut pas
avoir lieu a cette position. De la méme maniere, I'initiation de filament, & une position,
n’est pas possible si celle-ci a déja été traversée par un filament. L’initiation effective
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d’un filament a une position est liée a la comparaison de sa susceptibilité a un critere
spécifiant les régions prioritaires d’initiation. Lorsqu’un filament a effectivement été
initié a une position, une proportion de pool soluble, correspondant a la concentration
nécessaire a la constitution d’'un ULF, est consommée.

La seconde étape du processus de construction des filaments est 1’assemblage longi-
tudinal (ou polymérisation des filaments) des ULF' a la téte des filaments a partir de
leurs points d’initiation. Le développement des filaments procede par une croissance
apicale: les filaments croissent a partir de leurs parties terminales que ’on appelle tétes
de filament. La formation du réseau de cytokératine résulte d’'un phénomene d’anas-
tosome entre les filaments, la polymérisation des filaments n’est pas un processus de
branchement. L’anastosome est la jonction entre la téte d’un filament et le corps d’un
autre filament ou entre deux tétes de filaments. Ces connexions ne sont pas décrites
dans le modele, elles sont attendues comme un comportement émergent.

L’assemblage longitudinal des ULF est dirigé a la fois par les champs de concentra-
tion de pool soluble et par le comportement morphologique des filaments eux-mémes
(ou mémoire de forme). Autrement dit, la croissance d'un filament est conjointement
gouvernée par son environnement (facteur exogene) et par son état interne (facteur
endogene).

Les champs de concentration de pool soluble refletent les champs de force présents
dans le domaine intracellulaire. Comme le réseau de cytokératine maintient I'intégrité
cellulaire en luttant contre I’environnement mécanique extracellulaire, la croissance des
filaments est partiellement controlée par les gradients de concentration dont les orien-
tations sont la représentation des lignes de forces intracellulaires. Cette contribution
de l'environnement inclut également un processus aléatoire qui modélise 1'agitation
moléculaire.

Un filament qui ondule ne peut pas soudainement adopter un comportement totale-
ment rectiligne. La mémoire de forme des filaments, qui enregistre ’histoire du compor-
tement morphologique des filaments, dirige également la pousse des filaments. Selon les
situations, le controle de la pousse des filaments alterne entre un controle environnemen-
tal et un controle par les filaments eux-mémes, ou les deux types de controle s’expriment
conjointement. Un filament arréte de pousser lorsque sa téte atteint la membrane cel-
lulaire. Lors de 'addition d’'un ULF a la téte d'un filament, une proportion de pool
soluble nécessaire a la constitution d'un ULF' est consommée a la position de la pousse.
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Fi1G. 5.2 Modéle d’organisation morphofonctionnelle du réseau de cytokératine.

L’application d’une contrainte mécanique active une synthese de
protéines en région périnucléaire: (1) Transcription, (2) Traduction.
Les protéines sont ensuite transportées le long des réseaux de microtu-
bules jusqu’auzx régions de contraintes mécaniques (3). (4) représente
loligomérisation des protéines en tétrameres et leur libération dans le
cytoplasme. Les tétrameres sont alors soumises a un processus de dif-
fusion a travers le cytoplasme selon la loi de Fick (5). Les tétrameres
s’assemblent latéralement pour former des ULF (sous-unités du pool
insoluble) (6). Pour finir, la polymérisation des filaments (7) est
réalisée par assemblage longitudinal d’ULF.
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En résumé, le modele proposé dirige simultanément deux processus agissant dans
la cellule ('environnement mécanique extracellulaire et ses effets sur le domaine
intracellulaire, et la construction du réseau cytosquelettique), et repose sur plusieurs
hypotheses:

Régulation de la synthése protéique: 'action d’une contrainte (force) régule la
synthese protéique: une synthese des protéines est initiée lors de I'application
d’une contrainte a la cellule (processus de renforcement).

Controle de la synthese protéique: la synthese des protéines est activée ou in-
activée selon les niveaux de concentrations limites.

Diffusion moléculaire dans le cytoplasme: les éléments du pool soluble se pro-
pagent a partir des sources de synthese a travers le cytoplasme selon la loi de
Fick.

Pas de flux transmembranaire: les éléments du pool soluble sont confinés au
cytoplasme.

Condition de la polymérisation: la polymérisation des filaments est soumise a
une condition de concentration minimale en pool soluble permettant la consti-
tution d’une sous-unité de filament, d’'un ULF.

Formation apicale: la polymérisation des filaments de cytokératine se restreint a
la téte des filaments.

Controle conjoint de la polymérisation: la polymérisation des filaments est si-
multanément dirigée par I'environnement et par les filaments eux-mémes.
Arrét de la polymérisation: la condition d’arrét de la polymérisation d’'un fila-
ment est que le filament atteigne la membrane cellulaire (son ancrage a la

membrane cellulaire).

La gestion du pool soluble reflétant I'environnement mécanique, et la construction

du réseau cytosquelettique (Fig. 5.2) sont modélisés par deux processus différents qui

sont couplés. L’environnement module la formation des filaments et réciproquement

la croissance des filaments altére ’environnement par la consommation de pool so-
luble.
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5.2 Domaine cellule et ses composants

Une cellule épithéliale est représentée par un ensemble convexe Q C R3, appelé le
domaine cellule, contenant un sous-ensemble N ouvert et convexe modélisant le noyau
(N C Q).

La membrane cellulaire OS2 est représentée comme la frontiere du domaine cellule 2 et
I’enveloppe nucléaire ON est définie comme la frontiere du domaine noyau /N. Un sous-
ensemble P non connexe de ’enveloppe nucléaire 0N représente la région périnucléaire.

Les desmosomes (jonctions cellule-cellule) et les hémidesmosomes (jonctions cellule-
matrice extracellulaire) sont définis comme deux sous-ensembles (respectivement D et
H) non connexes de la membrane cellulaire 0.

Le cytoplasme est un sous-ensemble © non simplement connexe, donc non convexe
du domaine cellule €2, défini comme © = Q \ N. La frontiere 00 du domaine cyto-
plasme © correspond a I'union de la membrane cellulaire 0f2 et de ’enveloppe nucléaire
ON (00 = 9Q U ON). Le domaine cytoplasme © est supposé rempli d’un milieu ho-
mogene (incompressible et newtonien, densité et viscosité constante), simulant le gel
cytoplasmique.

Ces différents ensembles, de méme que leurs propriétés topologiques, sont récapitulés
dans le Tableau 5.1.

Cellule Q Convexe
Noyau N CQ Ouvert, convexe
Cytoplasme ©=Q\N Non simplement connexe, non convexe

Membrane cellulaire — 0f2
Enveloppe nucléaire N = N\ N

Région périnucléaire P C ON Non connexe
Desmosomes D cC o0 Non connexe
Hémidesmosomes H C o0 Non connexe

TAB. 5.1 Domaine cellule et ses composants. Les différents domaines définis
dans le modele de cellule épithéliale et leurs propriétés topologiques.

Les définitions, dans le cas discret, de la connexité et de la convexité, qui sont généra-
lisables au cas continu, sont données dans le chapitre suivant a la page 125. Seule la
définition d’un ensemble non simplement connexe est donnée ci-dessous.

Définition 5.2.1 Un ensemble est dit non simplement connexe s’il est non homoto-
pique a un point, c’est a dire que [’ensemble a un trou.

Le modele s’intéressant uniquement aux réseaux cytosquelettiques cytoplasmiques,
notre domaine de travail effectif se restreint au domaine cytoplasme ©.
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5.3 Equations du modele

Le modele dirige simultanément deux processus, 1’environnement mécanique intracel-
lulaire et ses effets sur le domaine extracellulaire, et I’établissement du réseau de cy-
tokératine. Chaque processus est associé a la dynamique d’un des pools précédemment
défini (le pool soluble et le pool insoluble). La dynamique du pool soluble représente le
comportement de I’environnement mécanique extracellulaire et ses répercussions sur le
domaine intracellulaire. La dynamique du pool insoluble gouverne la construction des fi-
laments et I’établissement du réseau de cytokératine. Ces deux processus sont modélisés
par un systeme d’équations intégro-différentielles de type réaction-diffusion.

Avant de procéder a la formulation du modele, nous faisons une hypothese simplifica-
trice concernant le domaine temporel. Dans la Section 5.1, nous avons défini ce dernier
comme étant [To,70 + Tinaz]. Cet intervalle de temps représente la durée de doublement
d’une cellule, entre la fin de la cytodiérese et sa division. Dans toute la suite de ce
chapitre, nous supposons que Ty = 0, et travaillons ainsi dans le domaine temporel
[0, T naz), que nous notons [Ty, T4, pour éviter toutes confusions.

Notation 5.3.1 Le modéle utilise deux variables d’état, définies sur le produit du do-
maine spatial Q0 par le domaine temporel [Ty, Traz):

la variable d’état C(X,t) représente la densité de pool soluble au point X € Q au
temps t, également appelée concentration en pool soluble et définie comme le nombre
de tétrameres (sous-unités de pool soluble) par unité de volume.

C: Q% [Ty, Tines) C R* — RT

la variable d’état Xg(t) représente la position, au temps t, de la téte du filament initié
au point B € Q et a un instant d;(5) < t.

La fonction d;(+) attribue a chaque filament son instant d’initiation, elle est définie plus
en détail a la page 112.

Remarque — La variable d’état C'(X,t) est liée a la description du pool soluble alors
que la variable d’état Xz(t) décrit le pool insoluble.

Le modele d’établissement du réseau de cytokératine en fonction des conditions méca-
niques extracellulaires s’énonce alors de la maniére suivante, sur le domaine Qx [T, Ty0):
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oC (Xt
# = D(AXC) (X,t) + f‘(X,t) - Umin]lB(t)Up(t) (X) (51)

sous la condition initiale

VX € Q, C(X, 1) =T(X) (5.2)
et la condition aux limites 90
— =0 5.3
on 19e (5-3)
ET
(
(VXC) (Xp(t),t)+Il (VXC> (X5@),0)]lv
E(Xp(t),1) [
dXs(t) _ I VxC ) (Xs().0)ll+e (5.4)
dt ¢ p '
fdi(ﬁ) k(X (w))ldu Xp(t-)
+ t—d; () ”Xlg(tf)H*‘E \V/ﬂ S I(t) \Ib(t)
L 0 Vﬁ GIb(t)
sous la condition initiale
Xp(di(B)) = (5.5)

L’équation (5.1) rend compte de Ienvironnement mécanique et de ses effets sur le
domaine intracellulaire. L’équation (5.4) gouverne la construction des filaments de cy-
tokératine qui a lieu par assemblage longitudinal d’ ULF.

Détaillons maintenant les différents termes intervenant dans la description de ces deux
mécanismes. L’équation (5.1) décrit I’évolution au cours du temps de la densité de pool
soluble a une position spatiale (terme de gauche de 1’équation). La dynamique du pool
soluble dépend de la conjonction de trois processus: la synthése de pool soluble, la
diffusion du pool soluble selon un coefficient de diffusion D et enfin la consommation
de pool soluble diie & une initiation ou a une pousse de filament.

it = D(AXC)(X )+ F(XH)

diffusion protéique synthese protéique

- Omin ]IB(t) (X) + Omin ﬂp(t) (X)
N—r SN——

initiation assemblage longitudinal

Vv
consommation de pool soluble

avec la condition initiale

VX € Q, C(X,Ty) =T(X) (5.7)
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qui suppose qu’au temps initial du processus, la cellule (c’est a dire le cytoplasme)
contienne un pool de cytokératine libre distribué selon I'(:). De plus, I"équation (5.6)
doit étre complétée par des conditions aux limites. Ces conditions aux limites traduisent
le fait que la cytokératine est confinée au cytoplasme. Aucun flux transmembranaire
n’est permis. Cette condition est traduite par les conditions aux limites de Neuman.

oC

— =0 5.8
on 9o (58)

La constante o,,;, correspond a la concentration de pool soluble nécessaire a la consti-
tution d'un ULF. L’équation (5.6) utilise dans son terme de consommation deux en-
sembles, B(t) et p(t). Ces deux ensembles, que nous définissons des a présent, assurent
le couplage entre le pool soluble et le pool insoluble.

Définition 5.3.1 L’ensemble B(t) est I’ensemble des conditions initiales des solutions
(filaments) initiées au temps t, il est défini de la maniére suivante:

B(t) ={3: R(B)() =1}

La fonction R(B)(t) détermine le recrutement des nouveauz points d’initiation de fi-
lament, elle est explicitée dans la Section 5.6.

Autrement dit, B(t) est I'ensemble des points 5 ou un filament est initié au temps ¢.

Définition 5.3.2 L’ensemble p(t) est l’ensemble des tétes de filaments de conditions
initiales B qui ont effectivement poussé au temps t.

0,

ot |t 70}

p(t) ={Xs(t) : BE€Z(t)\Lp(t),
Les équations (5.6-5.8) dirigent la dynamique du pool soluble de cytokératine, elles
génerent des champs scalaires de concentrations de pool soluble.

L’équation (5.4) dirige la pousse des filaments de cytokératine qui a lieu par assemblage
longitudinal d’ ULF a la téte des filaments. La position, au temps ¢, de la téte du filament
initié a la position spatiale 3 quelque temps avant est donnée par Xz(t). La dynamique
du filament initié au point § dépend du fait que ce filament ait atteint ou non la
membrane cellulaire 9€2. Lorsque la téte du filament est située dans le cytoplasme,
cette condition se traduit par 5 € Z(t) \ Zy(t), alors la pousse du filament est dirigée
par la premiere équation du systeme (5.4).

Définition 5.3.3 L’ensemble Z(t) est l’ensemble des conditions initiales des solutions
(filaments) initiées avant linstant t, il est défini de la maniére suivante:

Z(t)=A{B: R(B)(s) =1, pour un s, s <t}



98

Modeéle d’organisation morphofonctionnelle du réseau de cytokératine

Définition 5.3.4 L’ensemble T,(t) est l’ensemble des conditions initiales des solutions
mitiées avant linstant t et ayant atteint la membrane cellulaire quelque temps avant
linstant t

Iy(t) ={B € Z(t) : Xp(s) € 09, pour un s, s <t}

La premiere équation du systeme (5.4) est constituée de deux parties.

La premiere partie £(X(t),t) représente la potentialité de I’environnement a construire
une sous-unité de filament (ULF'). Si I'environnement ne contient pas suffisamment de
matiere premiere aux environs de la téte du filament, la pousse n’aura pas lieu.

La seconde partie, qui détermine la direction et I'amplitude de la pousse du filament,
est composée d'une contribution de l’environnement et d’une contribution du filament.

(7xC) Gt +1(VxC ) (et

ax
d_tﬁ = E(Xs(t).t) [
— u (vxc) (Xa() )] + ¢

contribution de ’environnement
S 1F(Xp())]du X5(t)
t—dz(ﬂ) IX5(8 )] + ¢

~
contribution du filament

(5.9)

(.

ou € est une constante définie telle que 0 < € < 1 et d;() qui est décrit plus en détail
dans la Section 5.7, représente l'instant d’initiation du filament de condition initiale
(. v est un vecteur aléatoire tridimensionnel qui modélise I’agitation moléculaire et la
fonction k(-) représente la courbure du filament.

Le filament adopte un comportement stationnaire, lorsque la téte d’un filament atteint
la membrane cellulaire 2. Cette situation est traduite par 3 € Z,(t).

X

p— -]_
=0 (5.10)

Les équations (5.9) et (5.10) dirigent la construction des filaments par un assemblage
longitudinal d’ULF ayant lieu en région apicale des filaments (tétes des filaments).
Toutes les fonctions et les ensembles utilisés dans la définition du modele sont repris
dans le Tableau 5.2. Les parametres utilisés dans le modele sont énumérés dans le
Tableau 5.3.
Dans les Sections suivantes, les différents termes composant les équations (5.6-5.10)
sont explicités.

5.4 Syntheése protéique

Les conditions mécaniques environnementales régulent la synthese protéique. Il est
supposé que l'action d’une contrainte (force) active la synthese protéique.
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Densité de pool soluble au point X au temps ¢

Densité de pool soluble au point X a l'instant initial Tj
Fonction de synthese de protéines au point X au temps t
Nature de la synthese de protéine au point X au temps ¢t
Intensité de la synthese de protéine au point X

Instant d’activation des contraintes au point X

Distance entre le point X et le noyau N

Controle de la synthese de protéine au temps ¢

Quantité totale de CK synthétisée depuis l'instant initial T
jusqu’au temps t

Consommation totale de pool soluble depuis l'instant initial
Tp jusqu’au temps t

Filament initié en

Tete, au temps ¢, du filament initié en

Susceptibilité d’initiation de filament du point X au temps ¢
Union de tous les filaments au temps ¢

Fonction seuil

Fonction de recrutement pour I'initiation de filament au point
X au temps t

Ensemble des conditions initiales des solutions initiées au
temps ¢

Ensemble des conditions initiales des solutions initiées avant
le temps ¢

Ensemble des conditions initiales des solutions initiées avant
le temps t et ayant atteint la membrane cellulaire quelque
temps avant le temps ¢

Instant d’initiation du filament de condition initiale (3
Instant de terminaison du filament de condition initiale 3
Potentialité de ’environnement au point X et au temps ¢
Courbure du filament au point X

Ensemble des nouvelles tétes qui ont effectivement poussé au
temps ¢

Vecteur de contribution aléatoire résultant de I'agitation des
filaments

page 95

page 107
page 101
page 101
page 102
page 103
page 104
page 104
page 106

page 106

page 112
page 113
page 109
page 108
page 109
page 109

page 97
page 97
page 98
page 112
page 112
page 113
page 117

page 97

page 114

TAB. 5.2 Ensembles et fonctions utilisés dans le modéle. La colonne de droite

référence le numéro de page a laquelle [’élément est défini.
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l Longueur d’aréte du domaine cellule 2

D Coefficient de diffusion du pool soluble a travers le cytoplasme

omin Concentration minimale de pool soluble nécessaire a la constitution d’'un ULF

C Concentration maximale de cytokératine dans une cellule

i Ratio de pool soluble par rapport a la cytokératine totale

T Fraction de la concentration maximale C utilisée pour initier la dynamique

tp Instant d’activation du champ centripete actif dans la région périnucléaire

th Instant d’activation des contraintes s’exercant aux zones d’hémidesmosome

tq Instant d’activation des contraintes s’exercant aux zones de desmosome

©p Intensité de la synthese de protéines des sources appartenant a la région
périnucléaire

On Intensité de la synthese de protéines des sources appartenant aux régions
d’hémidesmosome

Vd Intensité de la synthese de protéines des sources appartenant aux régions de
desmosome

p(-)  Fonction seuil

|lv]|  Intensité de la contribution aléatoire résultant de I’agitation moléculaire

TAB. 5.3  Paramétres utilisés dans le modeéle.

Dans notre modele, trois contraintes différentes sont prises en compte:

— les forces de cohésion, préservant l'intégrité du noyau, qui s’appliquent dans la

région périnucléaire (P) et forment un champ de force autour du noyau,

— les contraintes s’exercant sur les jonctions adhérentes cellule-matrice extracellu-

laire, les hémidesmosomes (H),

— les contraintes s’exercant sur les jonctions adhérentes cellule-cellule, les desmo-

somes (D).

La premiere étape de I'édification du réseau de cytokératine est la synthese du pool

soluble, qui est le matériel de construction des filaments. La fonction de synthese F(+),

qui est un membre de 'équation (5.6), ne décrit pas exactement au sens moléculaire

le processus de synthese protéique, mais englobe une série d’étapes concourantes a ce

processus:

— régulation de la synthese des protéines par les conditions mécaniques extracellu-

laires, la synthese (assemblage des protéines) a lieu dans la région périnucléaire,

— migration des protéines le long des réseaux de microtubules ou de filaments d’ac-

tine (transport intracellulaire) a partir de la région périnucléaire vers les régions
de contrainte,

— oligomérisation des protéines en tétrameres et libération des tétrameres (consti-

tution du pool soluble) dans le cytoplasme au niveau des régions de contrainte,

— controle (activation ou inactivation) de la synthese des protéines par des concen-

trations limites.
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Ainsi, la fonction de synthese F(-) integre la localisation spatiale de la synthese, le
mode de production et les conditions d’arrét. Elle est définie VX € € et V¢ > 0 par:

F(Xt) = (X ,t)x(t) (5.11)

Cette fonction F(-) est constituée de deux parties: une fonction ¢(-) dépendant de
I'espace et du temps, qui représente le mode de synthese protéique; et une fonction
du temps x(+), qui controle le flux de la synthese selon les niveaux des concentrations
limites.

Plus précisément, ¢(-) dirige le mode de syntheése des protéines, qui varie selon la
position spatiale dans la cellule et selon le temps (Fig. 5.4). Elle est définie VX € ) et
vVt > 0 par:

_4=T(x))?

S(X 1) :{ e(X)(1—e axM7) sit>T(X)et X €O (5.12)

0 sinon

¢(-) est donc le produit d’une fonction logistique dépendante du temps, ayant des pa-
rametres spatiaux, et d’'une fonction constante par ensembles ¢(+). Détaillons mainte-
nant les différents termes de ¢(-).

ARNt—d

E
Ribosomes ‘
/\

Proteines

Depart

F1G. 5.3 Processus de synthése des protéines: assemblage polyribosomal (asso-
ciation de plusieurs ribosomes). Une molécule spécifique d’ARN de
transfert (ARNt) est liée a un des 20 acides aminés usuels. Une
molécule d’ARN messager (ARNm), qui est une copie de I’ADN, tra-
verse un ribosome (2 sous-unités) pas a pas de maniére & ce que Sa
séquence nucléotidique soit traduite en une séquence correspondante
d’acides aminés, amenés par les ARNt, pour créer une chaine protéique
donnée. La séquence a traduire débute au point "Départ” et se termine
aw, point "Fin”.
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— La syntheése ¢(-) & une position spatiale X est définie selon une condition d’ap-

partenance au compartiment cytoplasmique (X € © or X ¢ ©).

Interprétation — La synthese des protéines, qui est réalisée via des po-
lyribosomes libres (Fig. 5.3), est confinée au compartiment cytoplasmique.

La fonction ¢(-) décrit I'activité des sources de synthese, nommée intensité de la
synthese. La synthese protéique est régulée par les conditions mécaniques agissant
sur la cellule: la synthese est initiée par I'action d’une contrainte. L’intensité de
la fonction de synthese, représentée par la valeur de la fonction ¢(-) en un point
X, est proportionnelle a I'intensité de la contrainte s’appliquant en ce point. L’in-
tensité de la synthese est donc d’autant plus importante que l'intensité de la
contrainte appliquée est grande. Ceci implique que l'intensité de la synthese n’est
pas homogene en l'espace, puisque les différentes contraintes envisagées n’ont pas
la méme intensité. Ainsi,

va X €ED
on X€eH
©op X€EP
0 X¢DUHUP

p(X) =

Les intensités des contraintes n’ont pas été précisément quantifiées, mais un ordre
de grandeur est établi entre les trois types de contraintes considérées: les contraintes
s’appliquant aux régions de desmosome sont supposées les plus intenses; par contre
les contraintes agissant autour du noyau dans la région périnucléaire sont sup-
posées les plus faibles. Par conséquent,

Pd > Ph > Pp

Ces inégalités refletent la relation entre l'intensité des contraintes et le flux de
synthese. La valeur de ¢(X) au point X dépend de la position spatiale de X
dans la cellule. L’ensemble D U H U P (desmosomes, hémidesmosomes et région
périnucléaire) des sources de synthese est défini comme un sous-ensemble du com-
partiment cytoplasme © car la synthese est confinée au cytoplasme. Si aucune
contrainte ne s’applique & un point X du cytoplasme (X € © \ (D U H U P))
alors I'intensité de la synthese ¢(+) en ce point est égale a zéro, et le processus de
synthese n’aura jamais lieu en ce point X, soit V¢, F(X,t) = 0.

Interprétation — L'intensité de la synthése de protéines a une position
spatiale X est supposée proportionnelle a |'intensité des contraintes s'ap-
pliquant a cette position.
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— Les positions spatiales et les instants d’activation des sources de syntheése (zones
d’oligomérisation de protéines en tétrameres) sont associées aux régions d’appli-
cation des contraintes agissant sur la cellule et a leurs instants d’activation.

T'(-) décrit les instants d’activation des différentes contraintes qui sont supposées
agir sur la cellule. T': © — [T, T,,4.] est définie telle que:

t, XeP
th XeH

T(X) =
( ) tq XebD

Thee X €DUHUP

t, représente 'instant d’activation du champ centripete de force de cohésion, agis-
sant dans la région périnucléaire. Ce champ de force préserve I'intégrité nucléaire.
t, est proche de l'instant Tj initial du modele, les forces maintenant l'intégrité
du noyau s’appliquant des la fin de la cytodiérese. L’instant d’activation ¢, des
contraintes s’appliquant sur les hémidesmosomes, correspond a l'établissement
des hémidesmosomes, qui est bien supérieur a Ty (la cellule est différenciée). Il
est supposé que l'instant d’activation t; des contraintes qui s’appliquent sur les
desmosomes a un ordre de grandeur similaire a celui de ty,.

Nous supposons qu’en tout autre emplacement du cytoplasme (X ¢ DU H U
P& X € ©\ (DUHUP)), aucune contrainte ne s’applique. Pour une raison
de cohérence des domaines de définition des fonctions ¢(-), ¢(-) et T(-), cette
hypothese se traduit par I'assignation des instants d’activation, de ces points, a
la borne supérieure du domaine temporel.

Ainsi, les instants d’activation des contraintes sont liés par la relation suivante.
To~t, <ty <tg

Interprétation — Nous supposons que la synthése débute uniquement
autour du noyau, dans la région périnucléaire, peu de temps aprés la fin
de la cytodiérése. Aprés un certain temps, la cellule est différenciée, et la
synthése est initiée au niveau des jonctions adhérentes (desmosomes et
d’hémidesmosomes).

— Les protéines sont synthétisées dans la région périnucléaire. Elles sont ensuite
transportées a 1’aide des moteurs moléculaires le long du réseau de microtubules
ou le long du réseau de microfilaments (actine) de la région périnucléaire vers
les régions d’action de contrainte. Ce transport a une influence sur la valeur de
la fonction de synthese, influence que nous décrivons de maniere indirecte. La
distance entre la source de synthese et la région périnucléaire module la synthese:
plus cette distance est importante, plus la synthese met du temps a atteindre son
intensité maximale. Le terme d(X,N), qui représente la distance entre une position
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intracytoplasmique X et le noyau N, définit la pente de la fonction logistique de
I'équation (5.12). 1/d(-) représente la vitesse de convergence de la synthese a son
intensité maximale en définissant exactement la pente de la fonction logistique.
Plus la valeur de d(-) a la position X est petite (proche de 0), plus la pente de la
fonction logistique, caractérisant la fonction de synthese a la source X, est raide.

Interprétation — La pente de la fonction logistique, qui est inversement
proportionnelle a la distance séparant une position intracytoplasmique du
noyau, rend compte de l'effet sur la synthése du processus de transport
des protéines de la région périnucléaire vers les sources de syntheése.

En pratique, d(-) est une pseudo-distance, définie VX € © par:
d(X,N) = d.(X,N) + ¢ (5.13)

ou d.(X,N) est la distance euclidienne d’un point X & I'ensemble N et € est une
constante définie telle que 0 < € < 1.

La fonction de synthese F(-) est donc modulée par la fonction ¢(+) qui integre la position
spatiale des contraintes, leur instant d’activation ainsi que leur intensité (Fig. 5.4).

De plus, F(-) prend en compte le controle de la synthese x(:) par des concentrations
limites. Définissons tout d’abord la fonction seuil H(z), également appelée fonction
d’Heaviside:

0 <0
= 14
o ={ 1 150 (5.14)
Au moyen d’un jeu de fonctions d’'Heaviside, le controle de la synthese x(-) est défini
vVt > 0 par:

X(0) = H(C = Q) [H(=C = Q) + H(7=C() — Q)H(Q() ~=C)]  (5.15)

On vérifie aisément que x(-) est & valeurs dans {0,1}, puisque si H(7C — Q(t)) = 1,
alors H(Q(t) — ’/Té) = 0 et inversemment, et donc le terme somme ne peut prendre que
les valeurs 0 ou 1. Par conséquent, x(:) est une fonction a valeurs booléennes, qui va
agir comme un “interrupteur” de la synthese. Ce controle de la synthese repose sur un
certain nombre de parametres que nous explicitons a présent.

La constante C' représente la concentration maximale de cytokératine (pools soluble
et insoluble) dans une cellule. La constante n est la fraction de pool soluble dans une

cellule:
1g total de CK soluble

= 1g total de CK dans une cellule

Dans la littérature, 1 est souvent estimée a 0.05 [15]. Pour finir, la constante 7 € [0,1]
est un parametre utilisé pour initier le processus. Une fraction 7 de la concentration
maximale C' est injectée dans le cytoplasme afin d’initier la dynamique. Les fonctions
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Région périnucléaire
— - Hémidesmosomes
—— Desmosomes

Intensité de la synthése
N

Temps

F1G. 5.4 Représentation graphique de ¢(-), le mode de synthése des protéines,

comme une fonction du temps selon les localisations spatiales dans
la cellule: région périnucléaire, hémidesmosomes, et desmosomes. Le
mode de synthese varie selon les positions spatiales en terme d’instant
d’activation, de vitesse de convergence a l'intensité maximale, et d’in-
tensité maximale. L’activation de la synthese en une position dépend de
l"instant d’activation de la contrainte s’appliquant en cette position. La
vitesse de convergence de la synthese a son intensité maximale, en un
point, est dirigée par 1/d(-) qui est l'inverse de la distance de ce point
au noyau. L’intensité mazimale de la synthese en un point est associée
a lintensité de la contrainte s’appliquant en ce point. Pour toutes les
autres positions spatiales non spécifiques, la synthése est toujours €gale
a z€éro.
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d’Heaviside H(-) jouent comme nous l’avons mentionné, un role d’interrupteur de la
synthese selon le niveau des différents pools de cytokératine dans la cellule. Les différents
termes de x(-) interviennent selon les principes que nous exposons maintenant.

— Il est supposé qu’une quantité de tétrameres (égale a la fraction 7 de la concentra-
tion limite C') peut étre synthétisée, via ¢(-), avant tout autre type de controle afin
d’initier la dynamique. Le processus de synthese est alors activé via l'expression
suivante qui est un terme de ’équation (5.15) controlant la synthese:

H(rC — Q(1)) (5.16)

La fonction Q(t) décrit la quantité totale de cytokératine dans la cellule au temps
t: il s’agit des cytokératines qui étaient déja présentes dans la cellule a I'instant
initial T du modele ou qui ont été produites entre T et 'instant ¢.

Qlt) = /Q ) [ ouw)dvdu (5.17)

To
La fonction I'(+) représente la distribution initiale (5.7) des densités de pool soluble
dans la cellule a I'instant Tj. Autrement dit, Q(¢) décrit le bilan des pools soluble
et insoluble au temps ¢.

— Lorsque le pool soluble de cytokératine atteint une concentration critique dans
le cytoplasme, la synthese protéique est arrétée [34]. Au temps ¢, la synthese est
permise tant que la quantité Q(t), définie par (5.17), est inférieure a la concen-
tration limite C. Cette hypothese est modélisée par le premier terme du membre
droit de I’équation (5.15).

H(C - Q1))
— D’apres la littérature [15], le pool soluble représente au moins une fraction n de

la cytokératine totale dans la cellule, ce qui s’exprime Q(gztf(t) > 7. Par le biais

de la fonction d’Heaviside, cette condition s’écrit:

ﬁca) — Q) >0 (5.18)

La fonction C(t) représente la consommation totale de pool soluble depuis I'instant

H(

initial Ty jusqu’au temps t. Cette consommation résulte de I'assemblage latéral
des tétrameres en ULF, ayant lieu au moment de l'initiation des filaments et au
moment de ’assemblage longitudinal des ULF' en filaments afin de construire le
réseau de cytokératine [40]. Autrement dit, la fonction C(¢) peut étre considérée
comme la quantité totale de pool insoluble au temps ¢ dans le domaine cellule €.

t
C(t) :/ Umm/ 1,syuB(s) (L) deds (5.19)
To Q

Le controle par le ratio de pool soluble par rapport a la cytokératine totale,
défini dans l'inéquation (5.18), est uniquement initié apres la phase d’activation
du processus de synthese. Ce controle retardé est défini par la combinaison de
(5.18) et de 'expression H(Q(t) — WC’) qui est la contraposée de 1'équation (5.16).
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Pour résumer, la fonction de synthese, qui est définie par I’équation (5.11), controlée et
modulée respectivement par les fonctions y et ¢, génere le pool soluble qui est constitué
d’éléments tétramériques.

5.5 Diffusion protéique

La propagation dans le cytoplasme des sous-unités de pool soluble produites lors
de la phase de synthese protéique est conceptualisée comme un transport de matiere
par diffusion moléculaire dans un milieu: diffusion d’une solution (tétrameres) dans un
solvant (cytoplasme). Les tétrameres se propagent dans le cytoplasme a partir des zones
de haute densité vers des zones de faible densité selon la loi de Fick [68]. Afin de générer
cette propagation dans le domaine cellule €2 et dans le domaine temporel [Ty, T4z, un
modele de diffusion est utilisé.

0C(X,t)

= D(AXC’) (X,t) + F(Xt)

= D(TGEN L SGEL IG) yF ) 60

ou la fonction C' : Q x RT — R, représente la densité de sous-unités de cytokératine
libre (pool soluble), X = (x,y,z) est une position spatiale du domaine cellule €2 et D
est le coefficient de diffusion des sous-unités de pool soluble dans le cytoplasme. Enfin
F représente le terme de synthese (le terme source) du modele de diffusion, défini par
I’équation (Eq.5.11). La viscosité du cytoplasme est supposée constante ce qui implique
un coefficient de diffusion D constant.
Le modele de diffusion, décrit par I’équation (5.20), est considéré avec la condition
initiale suivante.
C(z,y,2,To) =T'(z,y,2) V(z,y,z) € Q (5.21)

La fonction I'(-) représente la distribution initiale de la concentration de pool soluble
dans le compartiment cytoplasme ©. A l'instant initial T, du modele, il est supposé
qu'une cellule possede uniquement un pool soluble, formé d’agrégats non filamenteux,
qui provient du désassemblage total du réseau de la cellule mere lors de la mitose
[31, 64, 101]. Nous supposons en outre que la concentration en pool soluble dans la
cellule est initialement faible, bien inférieure & la concentration 7C' dont I'atteinte peut
désactiver le processus de synthese. Ainsi la fonction I'(+) est définie de la fagon suivante.
I[':QCR?*— R" est telle que:

NX) = 0 VvVXeQ\oe
/F(u)du < 7l (5.22)
©

De plus, le processus de diffusion est soumis aux conditions aux limites suivantes.

oc
éies = 0
C e { on |62 (5.23)

T e, _
on |9e anloN = 0
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Les conditions aux limites de Neumann, définies par 1’équation (5.23), confinent la
diffusion au cytoplasme. Aucun échange entre le cytoplasme et le milieu extracellulaire
de méme qu’entre le cytoplasme et le noyau n’est permis (pas de flux transmembranaires,
pas de fuites).

L’équation (5.20), complétée par les conditions initiales et aux limites (5.21) et (5.23),
dirige uniquement le processus de propagation des sous-unités de pool soluble dans le
cytoplasme. Ce jeu d’équations génere des champs scalaires de concentration de pool so-
luble. Une densité de pool soluble est assignée a chaque position spatiale X du domaine
cellule €. Les champs de concentration peuvent étre assimilés a la representation des
champs de force intracellulaires engendrés par I’environnement mécanique extracellu-
laire. Autrement dit, ’environnement mécanique extracellulaire est traduit en terme de
champs de concentration en pool soluble. Le pool soluble de sous-unités de cytokératine,
précurseurs des filaments, est assimilé a des morphogénes pour les structures cytosque-
lettiques [86]. La construction du réseau de cytokératine repose sur ces champs de
concentration de tétrameres.

5.6 Initiation de filaments

La construction du réseau de cytokératine débute par une phase d’initiation de fila-
ments, qui est la premiere étape du processus de formation des filaments. Les positions
intracellulaires sont évaluées afin de déterminer leur susceptibilité a initier des filaments.
La susceptibilité d’initiation de filament & une position spatiale dépend du fait que la
position soit déja occupée ou non par un filament et du niveau de concentration C(+) de
pool soluble en cette position. Par la suite, cette susceptibilité est soumise a un critere
de stratégie d’initiation par le biais d’une fonction de recrutement, afin de décider de
I'initiation effective d’un filament en cette position spatiale.

La susceptibilité \((,t) d’initiation de filament d’une position intracellulaire [ au
temps t, correspond a sa capacité a initier un filament. Cette capacité, ce potentiel
dépend en premier lieu de ’état d’occupation de la position 3. Il est nécessaire en effet
que cette derniere ne soit pas, au temps t, déja traversée par un filament. Par ailleurs,
le potentiel d’une position spatiale 3 dépend également d’un critere de concentration
minimale en pool soluble, en deca de laquelle la susceptibilité d’initiation de filament
de (3 est nulle (Fig. 5.5).

Définition 5.6.1 Soit S(t) l'ensemble constitué de 'union de tous les filaments au
temps t, cet ensemble peut alors se définir comme:

S(t) = J{Xs(s): BeB(o), o <s<t}
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La susceptibilité A\(-) d’initiation de filament est définie V3 € Q et ¥t > 0 par:
0 sl C(ﬁat) S Omin
ABt) = 5 5.24
(57 ) { ﬂQ\S(t) (ﬁ) [1 - e—a(C(ﬂ,t)—omin) } sl C(ﬁat) > Omin ( )

ou a > 0 est une constante définissant le comportement de la susceptibilité (la pente
de la fonction logistique). L’ensemble S(t) représente l'union de tous les filaments au
temps t.

La fonction caractéristique llo\s(-) vérifie I'appartenance d'une position spatiale
donnée [ & l'ensemble S(t). Si la position § appartient a S(t), c’est a dire que la
position spatiale § est déja traversée par un filament, alors jamais aucun autre filament
ne pourra étre initié en 3.

Il est supposé que 8 tétrameres voisins s’associent spontanément dans un assemblage
latéral (Fig. 5.1), formant instantanément un ULF' [40]. La constante o, représente
la concentration critique de pool soluble, correspondant a 8 tétrameres par unité de vo-
lume. Ce niveau de concentration est nécessaire a ’assemblage latéral des tétrameres en
ULF'. En deca de ce niveau o,,;,, ni I'initiation ni I’assemblage longitudinal ne peuvent
avoir lieu. L’assemblage latéral des tétrameres n’est pas décrit par le modele, seul 1’as-
semblage longitudinal des ULF est explicité, ce qui constitue le sujet de la Section
suivante. L’assemblage latéral est uniquement pris en compte dans 1’équilibrage du pool
soluble.

La fonction de recrutement R(-) est définie V3 € Q et Vt > 0 par:

0 si A(,t) < p(B,t) (pas d’initiation en [3)

1si A(B,t) > p(B,t) (initiation en 3) (5.25)

RO)O=HOG)-p(5:) =
Par le biais d'une fonction d’Heaviside qui est définie par (5.14), R(-) compare la sus-
ceptibilité A\((,t) d’une position spatiale 5 au temps ¢ & une fonction seuil p(-) a valeurs
dans ]0,1].

Cette fonction seuil p(-) peut étre de nature tres variée: une fonction constante ou une
fonction dépendant de I'espace. Ces différentes stratégies permettent la spécification ou
non de régions d’initiation de filaments. La non spécification de régions d’initiation est
donnée par une fonction seuil p(-) constante telle que V(5,t), p(-) = b avec b €]0,1].

La spécification de régions d’initiation est donnée par une fonction dépendant de
I'espace, p(-) peut étre définie comme une fonction directement ou inversement propor-
tionnelle a la distance séparant une position spatiale 5 du noyau, ¥(5,t) telle que

p(B,t) = u x dist(,N) + b

pour u < m et 0 < b <1, ou dist(-) représente une distance discrete. Lorsque
YeQ ’

le coefficient u est strictement positif, 'initiation des filaments est favorisée autour du

noyau dans la région périnucléaire (Fig. 5.6). Par contre, un coefficient u strictement
négatif favorise U'initiation des filaments dans le cortex cellulaire (Fig. 5.6).
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F1G. 5.5 Susceptibilité d’initiation de filaments \(+), pour une position inoccupée
par les filaments, une fonction de la densité de pool soluble. Si la den-
sité de pool soluble a une position est inférieure a oy, la susceptibilité
d’initiation de filament est égale a zéro et 'initiation de filament n’est
pas possible. opin est la concentration minimale permettant la consti-
tution d’un ULF.
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En conclusion, selon les cas l'initiation de filaments peut étre confinée autour du
noyau ou dans le cortex cellulaire. La fonction seuil p(-) permet de définir des stratégies
d’initiation.

-

Initiation périnucléaire
— Initiation dans le cortex

o
©
T

Fonction seuil p(()

o o o o o

> (4] o ~ ©
T T
il L

o
w

o
N

o
-

ol= Enveloppe nucléaire Membrane cellulaire |
Distances entre les positions intracellulaires et le noyau

F1G. 5.6 Fonctions seuil p(-) dépendantes de [’espace permettant de spécifier
différentes stratégies d’initiation de filaments. La fonction mommée
" Initiation périnucléaire” favorise ['initiation des filaments dans la
région périnucléaire. Par contre, la fonction notée ”Initiation dans
le cortex” favorise linitiation des filaments dans le cortex cellulaire,
région située sous la membrane cellulaire.

Au temps t, un filament est initié a la position spatiale § lorsque la fonction de
recrutement R(3)(t) est égale a 1 a cette position a cet instant. B(t) est 1’ensemble
des positions spatiales 3 telles que R(5)(t) = 1 au temps ¢, c’est a dire que B(t) est
I'ensemble des conditions initiales 3 des filaments X3(-) intitiés au temps ¢ (Déf. 5.3.1).
L’ensemble Z(t) des conditions initiales 3 des filaments Xg(-) initiés avant le temps ¢
(Déf. 5.3.3) peut également étre exprimé comme Z(t) = |J B(s).

0<s<t

Pour un filament initié & une position § au temps ¢, une proportion de pool soluble
équivalente a 0,,;, est consommée en 3 au temps t, c’est a dire que le pool soluble
est converti en pool insoluble (en filament). Le terme 0,134 (X) de I'équation (5.6)
qui dirige le pool soluble, décrit la consommation de pool soluble lors de I'initiation
des filaments. Ce terme établit un couplage entre I’équation du pool soluble (5.6) et
I'équation du pool insoluble (5.9).
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5.7 Polymérisation des filaments

La formation des filaments se fait par un assemblage longitudinal d’ULF qui a lieu
en zone apicale des filaments, ¢’est a dire a partir des points d’initiation et plus tard a
partir des tétes de filaments. Le controle de I’assemblage longitudinal est simultanément
assuré par ’environnement intracellulaire et le filament lui-méme.

La contribution de ’environnement au controle de ’assemblage longitudinal repose sur
la topographie des champs de concentration de pool soluble. Elle est définie comme un
suivi du gradient de concentration de pool soluble qui est modulé par des perturbations
résultant de l'agitation moléculaire. Cette agitation moléculaire est modélisée par un
processus aléatoire.

La contribution du filament au controle de 'assemblage longitudinal repose sur la
mémoire de forme du filament. La forme du filament est modélisée par la courbure
moyenne le long du filament. La contribution du filament au controle de la croissance
des filaments prend également en compte la vitesse de pousse des filaments au temps
t_=t—0,pour 0 << 1.

Posons tout d’abord quelques définitions.

Définition 5.7.1 Notons d;(+) (resp. dy(+)) la fonction qui associe un instant d’initia-
tion (resp. de terminaison) ty (resp. ts) G chaque condition initiale 3.
I(t) - [T07Tmax]
di: B —di(B)=to
db : ﬁ - db(ﬁ) = too

Remarque - L’instant de terminaison peut également étre défini comme d,(3) =
irtlf{t > d;(B) : Xp(t) € 0Q}. Explicitement, le filament de condition initiale 3 atteint

la membrane cellulaire (la frontiere du domaine cellule 02) a U'instant dp(f) = t .

Interprétation — Lorsqu’un filament atteint la membrane cellulaire il s'ancre a
celle-ci et son développement est stoppé. Par contre, lorsqu’un filament atteint
I'enveloppe nucléaire il peut continuer a se développer.

Définition 5.7.2 Pour tout 8 € Z(t), notons Xs(-) le filament (la solution) de condi-
tion initiale ( initié a la position 5 au temps d;(3) =ty < t.

Définition 5.7.3 Pour tout § € Z(t), un filament Xz(-) est une trajectoire (courbe)
dans espace qui peut étre définie sous forme paramétrique par rapport au temps t:

Vt>di(B) =to  Xp(t) = x(t)er +yp(t)éy, + 25(t)e.

ou €, €, et &, forment la base unitaire de R®.
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Remarque - La trajectoire d'un filament de condition initiale 3 est completement
décrite lorsque l'on fait croitre les valeurs du parametre ¢ de tg = d;(3) & too = dp(0).

Définition 5.7.4 Pour tout € Z(t), Xs(t) représente, au temps t, la téte du filament
de condition initiale 3, initié au temps d;(3) = to < t.

Définition 5.7.5 Pour tout 5 € I(t), Xg(to) représente la position d’initiation (condi-
tion initiale) du filament, c’est a dire § = Xz(to).

La formation des polymeres de cytokératine (filaments) est apicale: I’assemblage lon-
gitudinal des ULF' est confiné a la téte des filaments, autrement dit le développement
des filaments est restreint aux Xg(t) VG € Z(t), les tétes des filaments de condition
initiale (3.

Soit X3(+) = 25(-)€ + ys(-)é, + 25(-)€, un filament de condition initiale 5 € Z(t),
I’assemblage longitudinal de ce filament est décrit par le systeme d’équations suivant:

0 Vpe Ib(t)

t
[ Is(Xp@)ldu
(vxC) (X5 (0).0)+1(VxC) X D)l | 419 Xj(t)
i : T(t)\ Tyt
I1(VxC) (Xa(t) D)+ T e | VP € HOAD)

dt E(Xa(t),t)

Lorsque la condition initiale 5 appartient a I'ensemble Z,(t) (Déf 5.3.4), c’est a dire
que la solution (le filament) X3(-) a atteint la frontiere 02 du domaine cellule, alors la
solution Xg(-) adopte un comportement stationnaire Xg(t) = Xg(teo), too < t. Cette
stationnarité modélise 'arrét de la polymérisation du filament lorsque celui-ci atteint
la membrane 02 de la cellule.

Tant que les solutions (les filaments) n’ont pas atteint la frontiere 92 du domaine
cellule, elles ont un comportement non stationnaire. Dans ce cas, plusieurs composants
contribuent au controle de I'assemblage longitudinal des filaments: I’environnement in-
tracellulaire et les filaments eux-mémes.

En premier lieu, la capacité de 'environnement a assurer la constitution d'un ULF
doit étre vérifiée. La fonction £(X3(¢),t) modélise la potentialité de I’environnement a
former les filaments. Elle est définie par:

0 si [ (C(Vit) = Omin)dV <0

EX(00) =14 | V(Xj(t”(c(v, 5~ onn)dV >0 (5.26)

V(X5(1))

La quantité fV(Xﬁ(m(C’(V,t) — amm) dV jauge I'état local des concentrations de I’environ-
nement, dans le voisinage V(Xp(t)) de la téte du filament Xg(¢). Au temps ¢, lorsque
f\)( X t»(C (Vit) — amm) dV est inférieur & zéro autour de la téte de filament de condition
intitiale (8, aucun assemblage longitudinal ne peut se faire a cette position: la quantité
omin de pool soluble, nécessaire a I'assemblage latéral en ULF, n’est pas disponible dans
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le voisinage V(Xj3(t)) de la téte du filament. La pousse du filament ne peut alors pas
avoir lieu en Xg(t) au temps ¢, ce qui se traduit par le fait que %I . = 0. Dans cette
situation, la solution adopte un comportement de type stationnaire au temps ¢, mais ce
comportement n’est pas définitif.

Définition 5.7.6 L’ensemble p(t) constitué des tétes de filament qui ont effectivement
poussé a l'instant t, précédemment défini dans la Définition 5.3.2 comme:

plt) = (Xa(t) s B € TW\T(D), 752 #0)

peut aussi se définir de la maniére suivante:
p(t) = {Xp(t) - B € Z(t)\Tp(t), E(Xp(L),t) = 1}

Une fois assuré que la constitution d'une sous-unité de filament (ULF') peut étre
réalisée, 'assemblage longitudinal d’un nouvel ULF en téte du filament doit étre décidé.
L’environnement et le filament contribuent conjointement a la formation du filament.
Détaillons maintenant ces différentes contributions.

La contribution de ’environnement décrit I’état de ’environnement intracellulaire en
terme de champs de densités de pool soluble et d’agitation moléculaire.

La contribution de ’environnement est définie par le vecteur

(VxC) (Xp(t).t) + [[(VxC) (Xp(t)1) v
I(VxC) (Xa(t).0)ll + €

qui correspond a la somme du gradient local de concentration de pool soluble a la téte
Xj(t) du filament de condition initiale 3 au temps ¢ ((VxC)(Xp(t),t)) et d'un vecteur
tridimensionnel aléatoire v.

Ce gradient local de concentration de pool soluble pointe vers la direction dans laquelle
la concentration C(-) augmente le plus rapidement, au point X = X3(t).

L’expression de I'agitation moléculaire, qui est modélisée par le vecteur v, est modulée
par amplitude de I'environnement, ||(VxC)(Xgs(t),t)||. Le vecteur v est un vecteur
tridimensionnel aléatoire qui suit une loi uniforme sur [—u,u]®> C R® pour u € RT, et v
est défini tel que sa norme ||v|| soit assez petite. En effet, cette contribution stochastique
n’est jamais une composante dominante de la contribution environnementale.

La contribution de ’environnement a l’assemblage longitudinal des ULF' s’exprime
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alors explicitement de la maniere suivante:

2
ocC ocC ocC oC
<x£(t> 20 ( (Xg(t)t)) ( (Xg(t)t) ( (Xﬁ(t>t)) v
M WM) (WW w) (80(%@”)

2
OC (X z(t),t OC (X z(t),t aC (X pz(t),t oC (X g(t),t
(ai())"' ( <5())) ( (g()) ( (5()))Uy
M wt)) (WW 0) (OC(th)t)

2
aC(Xg(t),t) BC(Xﬁ(t) t) ac<x5(t) t) GC(Xﬂ(t) t)
9z + Vz
BC(Xﬁ(t),t) ac(xﬂ(t) t) aC(XB(z) t)
J ( o ) ! ( o ) + ( o +E

ou € est une constante telle que 0 < € < 1.

Interprétation — La contribution de I'environnement au contréle de la pousse
des filaments est définie par le gradient local de concentration de pool soluble
a la téte des filaments, perturbé par I'agitation moléculaire proportionnellement
a I'amplitude de I'environnement.

La contribution du filament au controle de la formation des filaments, décrite par

Sy 1F(Xp())|du Xj(t-)
t—cW) [ X5+ €

est composée de deux parties: I'une fixant la direction de la pousse et 'autre spécifiant

I’amplitude de la pousse.
La direction de la pousse est donnée par le vecteur

Xy(t-)
IX5(E)] + €

Ce vecteur pointe dans la direction du vecteur tangent a la solution Xgz(-) au point
X = Xp(t), téte du filament de condition initiale 3, au temps ¢. La dérivée

X,,@(t—> = y@(t—)

de la trajectoire de condition initiale 3 est définie comme la dérivée a gauche de Xp(-)

au point X = Xj(t), qui est approximée comme suit: xg(t_) = w, pour § > 0,
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assez petit. Le vecteur, fixant la direction de la pousse du filament de condition initiale
[, induit par la contribution du filament, s’écrit alors de la maniere suivante Vt > ty+9,
ou tp est I'instant d’initiation du filament:

£5(=0)—5 (1)
V (a-0)-220) "+ (5(1-5)-u5(0))

2—i— (ZH(t—cS)—zg(t)) 2+5e

X(t) ys(t=8)—ys (1)
S 2 2 2
BHAGSIER: \/(zg(t—é)—a:@(t)) +(ys(t=0)—ys(®)) "+ (25(t-0)—25(t)) "+

z3(t—6)—za(t)
\/(zg(t—c?)—a:@(t))2+(yﬁ(t—(5)—yg(t))2+(zg(t—5)—zg(t))2+5e

Sur I’ 1ntervalle [to,to+0), to représentant I'instant d’initiation du filament de condition
( -)

sl
lintervalle tout entier.

initiale (3, AT nest pas défini, cependant il est supposé égal au vecteur nul 0 sur

/

X (t-)
15+
des ULF selon la contribution des filaments, représente la vitesse de pousse du
filament X3(-) au temps t prenant en compte le passé au travers de la dérivée
a gauche.

Interprétation — Le vecteur , qui induit la direction de I'assemblage

L’amplitude de la pousse induite par la contribution des filaments est donnée par le
scalaire

Jap | £(Xa(w)) | du
t—d;(8)

qui représente la courbure moyenne le long du filament de condition initiale 5 a partir
de l'instant de son initiation d;(/3) jusqu’au temps .

Nous rappelons donc tout d’abord ici la définition de la courbure.

Définition 5.7.7 Soit une courbe T' dans l’espace définie de la maniére suivante:

T(t) = 2(t)ex +y(t)ey, + z(t)e. = (x(1),y(1),2(1))

ou t est un parameétre arbitraire. Les dérivées premiere et seconde de la courbe T par
rapport a t s’expriment comme:

) z" (t)
w0 _r- (). 0o (G
2 (t) Z'(t)

Alors le carré de la courbure k de la courbe T au point de paramétre t peut se calculer
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par la formule suivante:

T/ 2T/l 2 T/ T// 2
K2(T(1) = YT r )

(' @2+ 02+ ) (" @2+ 02 +" (02) - (' 0" 0+ 0" O+ 0" 1))
(' 02+y/ 024+2 (2)

(5.27)

La fonction x(X3(t)), qui représente la courbure du filament de condition initiale 8 a
sa téte au temps t, est définie d’apres l'expression (5.27) comme suit:
Vt >ty + 26 ou ty est le temps d’initiation du filament:

K%)= \/ R (5.25)

La dérivée seconde Xg (t_) de la trajectoire de condition initiale (3, est définie comme la

:cg(t)—%ﬁ(tgf)"'%(t_%)7 pour § > 0, assez

dérivée a gauche de X/ﬁ(t_) telle que xg(t_) =
petit. Sur l'intervalle [to,to 4+ 20), k(X3(t)) n'est pas définie, elle est supposée étre égale
[ oy IR(Xp )l

t—d;(B)
de forme du filament. Si sa valeur est proche de zéro et converge regulierement vers

a zéro sur l'intervalle tout entier. Le scalaire rend compte de la mémoire

zéro, alors la solution de condition initiale 3, a un comportement de type rectiligne.
o SR (X (w)|du e - .
Interprétation — Le scalaire g retrace I'histoire morphologique du
filament et évalue la "force” du filament afin de fixer 'amplitude de la contri-
bution du filament au contréle de I'assemblage longitudinal des ULF.

De méme que 'étape d’initiation des filaments, ’assemblage longitudinal d’'un ULF
a la téte d'un filament est un processus consommateur de pool soluble. Au temps t,
une quantité o,,;, de pool soluble est consommée a chaque téte de filaments qui ont
effectivement poussé. L’ensemble des tétes qui ont été effectivement créées au temps ¢
est noté p(t). Ce processus de consommation de pool soluble est décrit par le terme
Tmin o) (X) de I'équation (5.6).

5.8 Consommation du pool soluble

Lors de la phase d’initiation des filaments et lors de la phase de pousse des filaments,
le pool soluble est consommé, permettant ’assemblage latéral des tétrameres en ULF.
Les éléments du pool soluble sont convertis en éléments du pool insoluble (Fig. 5.1):

Tétrameres — ULF

La consommation totale, a partir de I'instant initial T jusqu’au temps ¢, est définie par
I’équation (5.19). Le taux de consommation de pool soluble, au temps ¢, s’exprime de
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la maniere suivante: oc()

T = O‘min/Q ]lp(t)ug(t)(L)dL (529)
Cette expression montre qu’au temps t et en tous les sites d’initiation de filament B()
et d’assemblage longitudinal p(t), la variation de pool soluble correspond & ,,;,. Cette
consommation de pool soluble, a un instant ¢, représente le terme de couplage des deux
équations dirigeant le pool soluble (5.6) et la construction des filaments (5.9).

5.9 Discussion sur les concepts de modélisation

Le modele que nous proposons décrit 1'organisation structurale du réseau de cy-
tokératine dirigée par les contraintes mécaniques extracellulaires (Fig. 5.7). L’optique
de ce modele reflete 'implication du réseau de filaments intermédiaires dans le maintien
de la stabilité mécanique et de U'intégrité des cellules [16, 19, 26]. Le réseau de filaments
intermédiaire répond a l’environnement mécanique extracellulaire en s’organisant en
des configurations spécifiques, comme un mécanisme de renforcement, afin de préserver
I'intégrité cellulaire et de transmettre les signaux mécaniques de 'environnement ex-
tracellulaire au noyau. A notre connaissance, ce travail est le premier modele dynamique
d’édification du réseau de filaments intermédiaires d’une cellule en prenant en compte
le lien entre la fonction et la structure des filaments intermédiaires.

Le modele proposé se particularise du cadre général des systemes dynamiques, en
définissant un domaine temporel borné [T, T,,...]; de ce fait, nous nous plagons dans le
cadre d'un horizon fini.

Dans notre modele, nous avons supposé un ensemble de contraintes mécaniques agis-
sant sur la cellule. Cet ensemble comprend des contraintes résultant des jonctions
adhérentes entre les cellules adjacentes (desmosomes) et entre la cellule et la matrice
extracellulaire (hémidesmosomes), et des forces de cohésion, en région périnucléaire,
préservant l'intégrité cellulaire.

Comment 'intégrité nucléaire est préservée, n’est pas encore totalement élucidé. Cer-
tains auteurs suggerent un role prééminent du réseau de filaments intermédiaires [70].
Pour prendre en compte ce phénomene dans la construction du modele, un champ
centripete de force de cohésion, agissant en région périnucléaire, a été supposé.

Dans notre modele, le processus de production des tétrameres, appelé la synthese de
protéines, comprend plusieurs étapes, parmi lesquelles

— la migration des protéines le long des réseaux de microfilaments ou de microtubules
[12] du noyau vers les régions de contraintes,
— l'oligomérisation des protéines en tétrameres suivie d’une libération de ces derniers
dans le cytoplasme au niveau des régions de contraintes.
Ces deux hypotheses peuvent respectivement étre considérées de fagon différente sans
modifier le modele:

— au lieu de la migration des protéines vers les régions de contraintes, nous pouvons
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supposer une migration des ARN messagers, le long des réseaux de microfilaments
ou de microtubules vers les régions de contrainte [46, 57,

— au lieu d’une oligomérisation des protéines suivie d’une libération des tétrameres
dans le cytoplasme au niveau des régions de contraintes, nous pouvons proposer
une synthese de protéines aux régions de contraintes. Les sources de synthese
deviennent alors les lieux de synthese des protéines. L’intensité de la synthese,
proportionnelle a l'intensité de la contrainte, est alors comparable au produit de
la quantité de polyribosomes libres par unité de volume par la vitesse de synthese
d’un polyribosome.

La diffusion des protéines, une autre hypothese importante du modele, pourrait étre
transformée en un processus de percolation (diffusion guidée par un réseau) le long de
réseaux modélisant les réseaux de microfilaments ou de microtubules.

Pour un ensemble donné de contraintes mécaniques, le cytoplasme est considéré comme
un fluide homogene incompressible Newtonien (densité et viscosité constantes). Par
contre, selon les conditions envisagées, le cytoplasme fluctue entre la phase liquide (sol)
et la phase solide (gel). Ces fluctuations influent uniquement sur la vitesse de propa-
gation des sous-unités de pool soluble dans le cytoplasme, c¢’est a dire sur le coefficient
de diffusion des sous-unités dans le cytoplasme. Dans notre modele, le coefficient de
diffusion est donc supposé constant tout au long d’'une méme réalisation, et I’équation
de diffusion est ainsi une équation linéaire.

La définition du coefficient de diffusion D est posée par la relation de Stokes-Einstein
comme suit:

T
- f

ou k est la constante de Boltzmann, T est la température absolue en degrés Kelvin et f

D (5.30)

est le coefficient de friction moléculaire. Le coefficient de friction moléculaire f dépend
de la forme de la molécule [83]. Les sous-unités de cytokératine sont des molécules
cylindriques.

Pour une molécule cylindrique, le coefficient de friction f est défini comme suit:

3InL(1 — 34)1/2

212
(/340 + (- 387

ou 7 est la viscosité du cytoplasme, L est la longueur de la molécule cylindrique et d

f=

(5.31)

est le diametre de la molécule.
En remplagant f par (5.31) dans 1’équation (5.30), nous obtenons l’expression du
coefficient D de diffusion des sous-unités de pool soluble dans le cytoplasme.

/{:Tln(ﬁ%[l +(1— %)1/2])

3IInL(1 — 34)1/2
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Le coefficient de diffusion est inversement proportionnel a la viscosité n du cytoplasme
(la viscosité intervient dans le dénominateur). Le coefficient de diffusion est d’autant
plus grand que la viscosité du milieu est faible.

A Tinitiation du processus, la diffusion se produit dans un milieu homogene, le cy-
toplasme est supposé dépourvu de réseau cytosquelettique. Petit a petit un réseau
de cytokératine se construit et donc le cytoplasme devient un milieu de plus en plus
hétérogene. De plus, la synthese des protéines induit une augmentation de la concen-
tration du pool soluble. L’augmentation de la concentration du pool soluble ainsi que
le développement du réseau au cours du temps impliquent une augmentation de la
viscosité du cytoplasme.

Donc, une des améliorations possibles serait d’utiliser un coefficient de diffusion non
constant, défini comme une fonction décroissante du temps. Dans ce cas, ’équation de
diffusion ne serait plus une équation linéaire, mais une équation non-linéaire.
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6. Simulations numériques

Dans ce Chapitre, nous proposons un modele de simulation dérivé du modele mathé-
matique d’organisation morphofonctionnelle du réseau de cytokératine, développé dans

le Chapitre 5.
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Le modele mathématique continu d’organisation morphofonctionnelle du réseau de
cytokératine, exposé dans le Chapitre 5, est sous la forme d’un systeme d’équations
intégro-différentielles dont I'un des termes est une équation aux dérivées partielles, une

équation parabolique de diffusion.

Les méthodes de résolution des équations aux dérivées partielles sont classées en
deux familles qui different par leur principe: les méthodes d’approximation d’équations
et les méthodes d’approximation de solutions. Ces méthodes de résolution approchée
conduisent a des algorithmes numériques destinés a étre implémentés en langage infor-

matique et permettent d’obtenir des simulations numériques.

Le modele de simulation, dérivé du modele mathématique, utilise des méthodes d’ap-
proximation d’équations encore appelées méthodes aux différences finies. Ces méthodes

procedent par la discrétisation des équations continues. Ce Chapitre expose les différentes

étapes nécessaires a 1’obtention d’une solution numérique, ainsi que les conditions assu-
rant la représentativité de la solution numérique de ’équation de diffusion discrétisée.
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6.1 Adimensionnalisation du modele

Avant de traiter le probleme numériquement, il est souhaitable de rendre adimension-
nelles les équations (5.1-5.4) du modele continu, afin que les échelles de temps et de
longueur varient entre 0 et 1.

En définissant les parametres suivants

.z .y .2 i D
Tr = — = — z = — = —
YT I’ 2

oul = {/] Q| et en introduisant le parametre
l2

W = —

D

alors le probleme adimensionnel a résoudre est (omission des tildes pour plus de lisibi-
lité):

/ (6.1)

0C (Xt

sous les conditions
VX € Q, C(X,Ty) =T(X) (6.3)

et e
— =0 6.4
on |90 (6.4)
e £(X (D)) (vxc) (X3 (), 0+l (vxc) (XB(t),t)Hv—i_fdti(ﬁ) [£(X g (w))|du X;a(t_) VBET(O\T, (1)
- o 1(vx0) Xae0l+e ) X (el +e ’

0 VBET(t)
(6.5)
Nous posons F'(+), la fonction composée des termes de synthese et de consommation
de pool soluble, qui est utilisée par la suite.

F(Xat) = f(Xat) - Omin]lB(t)Up(t) (X) (66)

Toute I’étude numérique, qui suit, s’applique au modele adimensionnel défini par les
équations (6.2-6.5). En premier lieu, il faut définir le domaine spatial adimensionnel
et le domaine temporel adimensionnel du modele et les discrétiser. En second lieu, un
schéma de discrétisation permettant d’approximer le modele continu doit étre défini.

6.2 Discrétisation du domaine de définition du mo-
deéle

Le domaine de définition du modele est constitué du produit du domaine spatial et
du domaine temporel qui s’exprime comme Q X [T4,T,,4.]- Ces deux domaines spatial et
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temporel sont adimensionnalisés en utilisant les relations définies dans (6.1). Ils doivent
maintenant étre discrétisés.

Le domaine spatial adimensionnel du modele qui correspond au domaine cellule €2 est
représenté par un cube unité 2 = [0,1] x[0,1] x[0,1]. La discrétisation du domaine spatial
est réalisée par la construction d’une grille discrete cubique pourvue d’un maillage carré,
dans 'espace xyz (coordonnées spatiales cartésiennes), qui recouvre 2. La grille est
formée d'un ensemble de lignes paralleles aux axes ox, oy et oz dont les intersections
définissent les points du maillage (ou noeuds). La longueur de U'intervalle séparant deux
points de maillage dans la direction oz (resp. la direction oy, resp. la direction o0z) est
uniforme et donnée par Ax (resp. Ay, resp. Az). Le domaine cellule est envisagé comme
un milieu isotrope, ce qui revient a dire Ax = Ay = Az = §. L’espacement § entre
deux points du maillage est appelé le pas spatial de discrétisation. Ce pas spatial de
dicrétisation dépend de la taille des simulations autrement dit du nombre de points
de maillage par lignes paralleles a la direction ox. Soit I € N le nombre de points de
maillage discrétisant 1’aréte du domaine dans la direction ox, alors le pas spatial de
discrétisation ¢ est défini comme suit:

0=Ar=—— (6.7)
Un point du maillage peut alors se définir comme:
(z1,y5.20) = (i6,j6,k6)  ijk=01,--- I

Le maillage de discrétisation est constitué de noeuds supposés représentatifs du volume
unité Az x Ay x Az = 52,

Afin de reconstituer la topologie de la cellule, chaque noeud du maillage est défini
comme appartenant a un compartiment spécifique de la cellule postulé dans la Sec-
tion 5.2. Chaque noeud est défini comme un point nucléaire, un point de I'enveloppe
nucléaire, un point périnucléaire, un point cytoplasmique, un point de la membrane
cellulaire, un point de desmosomes ou un point d’hémidesmosome (Fig. 6.2).

Posons tout d’abord quelques définitions:

Définition 6.2.1 Un ensemble discret X est dit convexe si quels que soient x et y
appartenant a X, tous les arcs minimauzr (ou chemins minimauz) de la trame (ou
maillage) entre x et y appartiennent a X .

Définition 6.2.2 Un ensemble discret X est dit connexe si quels que soient x et y

appartenant a X, il existe un chemin entre x et y dont tous les points appartiennent a
X.

Ces deux définitions reposent sur le type de voisinage considéré. Deux types de voisinage
ont été utilisés, I'un pour le processus environnemental de diffusion et 'autre pour le
processus de construction des filaments.
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Le systeme de voisinage utilisé pour simuler le processus de diffusion est un voisinage
Ng(+) en 6—connexité qui attribue a un point 6 voisins (Fig. 6.1(a)), et il est défini de
la maniere suivante:

Ne(p) = {p € Q| dist(p.p) < 5} (6.8)

Le systeme de voisinage utilisé lors des processus de pousse des filaments est un voisinage
Nog(+) en 26—connexité qui affecte & un point 26 voisins (Fig. 6.1(b)), il se définit comme
suit:

Nas(p) = {p € Q2| dist(pp') < v/35} (6.9)

(a) (b)

F1G. 6.1 Systémes de wvoisinage utilisés dans le modéle de simulation. (a)
représente le voisinage Ng(-) d’un point courant en 6-connexité. (b)
représente le voisinage Nag(-) d’un point courant en 26-connexité.

L’ensemble N des points nucléaires constitue un sous-ensemble convexe de 1’ensemble
des noeuds du maillage. Ce sous-ensemble, de forme cubique, est positionné a priori dans
la cellule. L’aréte du domaine noyau correspond, d’apres le rapport nucléo—cytoplasmique,
a une proportion de I'aréte du domaine cellule variant de % a %

L’ensemble des noeuds de ’enveloppe nucléaire, appelé N, sont des points du maillage
n’appartenant pas a ’ensemble N des points nucléaires mais ayant au moins un voisin
appartenant a N.

Les points de la région périnucléaire P sont des points, ayant au moins un voisin qui
appartient a ’enveloppe nucléaire N, et choisis tels que toute paire de points de cet
ensemble soit non connexe.

Les noeuds de la membrane cellulaire 0€) sont définis comme les points ayant au
moins 'une de ses coordonnées spatiales égales a xy ou xy, yo ou ys, 2o ou zy. Les
noeuds composants les coins et les arétes du domaine cellule (du maillage cubique) ne
sont pas considérés comme des points du domaine spatial de définition, ils sont ignorés

et dits ”inexistants”.
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Les noeuds desmosomes (resp. hémidesmosomes) sont des points choisis aléatoirement
parmi les noeuds ayant au moins un voisin appartenant a 'une de deux faces latérales
(xo ou ;) du domaine cellule (resp. a la face basale (z5) du domaine cellule). Chaque
plaque de desmosome constitue un sous-ensemble convexe.

Par défaut, tous les autres points non précédemment catégorisés sont des noeuds du
cytoplasme O. L’ensemble des points de la frontiere 90 du domaine cytoplasme est
constitué de I'union de I’ensemble des noeuds de ’enveloppe nucléaire et de I’ensemble
des noeuds de la membrane cellulaire.

Tous les noeuds du maillage, exceptés les noeuds nucléaires et les noeuds dits inexis-
tants (arétes et coins du maillage), sont considérés comme des points ayant un ” caractere
cytoplasmique”. Dans le modele, le domaine de travail se restreint au domaine cyto-
plasmique, donc seuls les points ayant un ”caractere cytosplasmique” constituent le
domaine de travail et interviennent dans les différents processus. Le domaine de travail
ainsi défini est un ensemble connexe.

L’étiquetage, décrit ci-dessus, de tous les noeuds du maillage selon leur appartenance
a un compartiment cellulaire permet d’attribuer une fonction a chacun des noeuds;
car I'appartenance a un compartiment spécifique du domaine cellule dote le point de
caractéristiques particulieres comme:

— source de synthese et site transporteur (en terme de diffusion) pour les noeuds
périnucléaires, de desmosome et d’hémidesmosome,

— site uniquement transporteur pour les noeuds du cytoplasme proprement dit,

— site de non échange pour les points de la frontiere cytoplasmique (noeuds de
I’enveloppe nucléaire et de la membrane cellulaire),

— site interdit pour les noeuds nucléaires et dits inexistants (arétes du maillage).

De la méme fagon, le domaine temporel adimensionnel du modele doit étre subdivisé,
afin de le discrétiser, en N € N unité de temps tel que (N — 1) x At = T4, Le pas
temporel de discrétisation (ou pas de temps) se définit en fonction des conditions de
stabilité déduites des approximations de la solution de I’équation de diffusion.

Le domaine de définition Q x [Ty, T'maz| ainsi discrétisé, il nous faut maintenant trou-
ver une formulation de remplacement des équations adimensionnelles continues (6.2—
6.5) qui permet de calculer les valeurs de densité en pool soluble aux noeuds du do-
maine spatial pour tous les instants du domaine temporel ainsi que les trajectoires
discretes décrites par les filaments. Autrement dit, il nous faut trouver un schéma de
discrétisation (opérateur discret) capable d’approximer les solutions du modele continu
(6.2-6.5) aux noeuds du maillage pour les différents instants. L’équation (6.2) contient
une sous-équation aux dérivées partielles parabolique (équation de diffusion). Comme
la discrétisation des équations aux dérivées partielles n’est pas triviale, nous détaillons
dans la Section suivante la résolution numérique de 1’équation de diffusion.
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POINTS DE LA
REGION PERINUCLEAIRE

POINTS DE
DESMOSOME

-~
i“.‘

POINTS
D'HEMIDESMOSOME

F1G. 6.2 Discrétisation du domaine cellule. Le cube noir positionné au centre de
la cellule représente le noyau N . Les points gris entourant le noyau sont
les noeuds de la région périnucléaire P. Sur les faces latérales du do-
maine cellule, les points gris représentent les noeuds des régions de des-
mosome D. Sur la face basale du domaine cellule, les points gris sym-
bolisent les noeuds des régions d’hémidesmosomes H. Les noeuds cyto-
plasmiques sans autre caractére ne sont pas symbolisés sur cette Figure
pour des raisons de lisibilité. Toutes les régions noires, représentant le
noyau et les arétes du domaine cellule n’appartiennent pas au domaine
de travail.
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6.3 Résolution numérique de I’équation de diffusion
par des méthodes d’approximation d’équations

Nous avons signalé, en introduction, I'existence de familles de méthodes de résolution
des équations aux dérivées partielles. Nous avons choisi de résoudre numériquement
I’équation adimensionnelle (6.2) par des méthodes d’approximation d’équations que
I'on appelle aussi méthodes aux différences finies.

La forme homogene de I’équation adimensionnelle (6.2) est représentée par I’expression
suivante

oc 0*C N 0*C N 0*C
ot 0z Oy 022

(6.10)

qui est une équation de diffusion classique (équation de la chaleur).

Notation 6.3.1 On note C7';, la solution approximée de l’équation (6.10) au point
de maillage (z;,9;,2k,tn).
Ci . = CliAz,jAy,kAz,nAt) (6.11)

C 1. représente approzimation de la solution exacte C(x,y,2,t) de ’équation (6.10) au
temps nAt au noeud (iAx,jAy,kAz).

La résolution numérique de I’équation (6.10) procede par la définition d’un schéma de
discrétisation. Avant de considérer que la solution du schéma de discrétisation est une
approximation valable de la solution de 1’équation (6.10), le schéma de discrétisation
doit vérifier certaines conditions:

— le schéma de discrétisation doit représenter correctement I’équation d’origine (consis-
tance)

— la solution du schéma de discrétisation au cours des itérations doit rester une
solution du schéma de discrétisation (stabilité)

— la solution du schéma de discrétisation doit étre une approximation convenable
de la solution exacte (convergence)

6.3.1 Schéma de discrétisation

L’équation linéaire tridimensionnelle de diffusion (6.10), qui correspond a la forme
homogene de 1’'équation (6.2), est mise sous forme discrétisée en remplagant les dérivées
partielles par des approximations discretes aux différences.

En posant C(.,t) : t — C(z,y,2,t), on peut écrire les développements en série de Taylor:

At 100\ At? 102C\n
n+1 __ n =" (¥ = (Y 3
Oi7j7k = Ciga T 1! ( ot )Z]k 21 ( ot? )zgk +O(AL) (6.12)
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L’expression (6.12) représente I'approximation de la valeur de C(x,y,z,t + 1) & partir de
sa valeur au point ¢ selon la notation (6.11).
De méme en posant C'(z,.) : © — C(z,y,z,t), on peut également écrire les développements
en série de Taylor:
. " Ax 0C\n Ax? 192C\n Ax® 193C\n
Ci+1'k:Ci'k+_<_> ( ) ( )
0 > 11 \ Oz /ijk 20 \0z2/ijk 3! \oz3
Ax* 10*C\n Ax® 1PC\n
- ( ) - ( ) +0(Aa) (6.13)

4! ij.k + 51

Z'7j7k

oz

oxd

i7j7
L’expression (6.13) représente 'approximation de C'(z+ 1,y,z,t) autour du point x selon
la notation (6.11).

C?A,j,k = Cz??j,k B % (g_i)jjk T A2_9f2 (%)jﬂe B AS_O'C?) <?;7(§>ij
4,04 n 5 .90 n
O TG s o

L’expression (6.14) représente ’approximation de C'(z — 1,y,z,t) autour du point x selon
la notation (6.11).

n
L’équation (6.12) donne une approximation discréte de la dérivée (2 :
0 )ik

— O(At?) (6.15)

)

ot 2 \o

ijk
De méme si I'on fait la somme des équations (6.13) et (6.14), 'approximation discréte
n
de <‘?)27€) est obtenue:

Z7j7k

— 0(Az*) (6.16)

(820 >" Ok =200 + Ol A2? (840 )”

ox2 )ik Az? 12 \ Ozt /ijk

N N . . 20\ " 20\" ,
De la méme maniere, des approximations de (8 C) et (8 C) sont calculées.

oy? ). . 022 | . .
7,7],]{; ’L,],k)
Ces approximations sont incorporées dans I’équation (6.10):
CHl—Cr o At /92C\»
Z,],k ZJ)k _ _( > J— Q(AtQ) =
At 2 \Ot? Jijk
Oznfl,j,k — 20&',’6 + CinJrl,j,k _ Ax? (84C)n _ Q(A$4>
Ax? 12 \0x*/ijk
n Cljmipe = 200 + O Ay? <840>" — 0(Ay")
Ay? 12 \oy* /ijk
n Cﬁj,k)—l — 20;?.77’“ + ng}k—i-l . AZQ <840>n i 9(AZ4> (617)
Az2 12 \0z% /ijk
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Alors le schéma de discrétisation aux différences finies obtenu est:

crrl— o n n n n i "
ij.k gk Gl w200 O e G 20T O 1k
At A y v
crn.. . —20".  +Cr.
+ i,5,k—1 AZZJQJC 4,5,k+1 (618)

Ce schéma est un schéma explicite & deux niveaux de temps nAt et (n + 1)At, il peut
étre également écrit de la maniere suivante:

ntl _ O 200t e G =200kt O 1k
Cijw = Cijp+ At( Aa? + Ay?

n _ n n
Clie—1—207 kO ki

+ A2 ) (6.19)

6.3.2 Consistance

L’équation aux dérivées partielles (6.10) est remplacée par le schéma aux différences
finies (6.18). Si le schéma considéré représente effectivement ’équation, alors ce schéma
est dit consistant.

L’erreur de troncature R(:) (ou erreur de discrétisation) est la différence entre le
schéma de discrétisation (6.18) et I’équation d’origine (6.17):

R(C)= A 2c\" a2 (otc\" A fotc\" a2 {ac\"”
= 2\ ). . 12 \ 927 ). . 12 \ oyt ). . 12 \ 824 ). .
4,5,k 4,5,k 4,5,k .5,k

+O(AE?) + 0(Az*) + 0(Ay*) + 0(Az*) (6.20)

elle représente 'erreur qui est faite lorsqu’un opérateur continu est approximé par un
opérateur discret.

L’approximation de I’équation d’origine par le schéma de discrétisation est consistante,
si Perreur de troncature R(-) tend vers zéro lorsque les pas de discrétisation (spatiaux
et temporel) tendent vers zéro.

(Az,Ay,Az,At) - 0= R(C) — 0
Sous I’hypothese de milieu isotrope, 'erreur de troncature (6.20) est de 'ordre de §(At)+
O(Az?).
Donc l'approximation de 1’équation (6.17) par le schéma (6.18) est consistante ou

cohérente. Le schéma (6.18) représente exactement 1’équation d’origine (6.10) lorsque
les pas de discrétisation tendent vers zéro.

6.3.3 Stabilité

La stabilité d’un schéma numérique implique que la solution soit bornée quand At —
0. L’étude de la stabilité du schéma considéré (6.18), est faite par le principe de Von
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Neumann, qui consiste a introduire une perturbation dans la solution. Cette perturba-
tion est supposée développable en série de Fourier et la contribution de chaque variable
indépendante (x, y, z et t) peut étre séparée. La perturbation est de la forme:

w(t)eiaxeiﬁyei'yz

ol «, 3 et v sont des constantes positives.

En posant C7 = 9(t)e“"e¥e’7*, la perturbation est introduite dans le schéma de

discrétisation:

w(t _|_ At) — 1/J(t) eiaxeiﬂyei,yz . ¢(t) (eia(x—Aa:)ezﬂyei'yz_2eiaxeiﬁyei'yz+eia(1+Aac)eiﬁyei'yz
- 2
At Ax
eiazeiﬂ(y—Ay)ei'yz7261'&1‘eiﬁyei'yz+eiazeiﬁ(y+Ay)ei’yz
o (6.21)
eiazeiﬁyei’y(zfAz)_Qeiazeiﬁyei’yz+eiazeiﬂyei'y(z+Az) )
Az?

en posant r, = %, Ty = AAJQ et r, = %, on obtient:

(’QU(lf + At) _ w(t)) eiameiﬁyeivz — ¢<t) (Txeiaxeiﬁyeifyz (eiaAm + e~ laAr _ 2)
+r, 0T e etz (eimy + e WBAY _ 2) (6.22)

_i_rzeiameiﬁyei'yz (ei'yAz + e—i'yAz _ 2) )

compte tenu de la relation @A 4 ¢71@A% = 9¢os(aAx), on a alors:

W(t+ At) = () <1 +2r, (cos(an) - 1) +2r, (cos(ﬁAy) - 1) +2r, <cos(7Az) - 1>>

par la relation cos(aAz) — 1 = —2sin?(232), on obtient alors:

Pt + At) = (1) (1 - 4Tx5in2(%“) — 4rysm2(ﬁTAy) — 4rzsz'n2(7§2))

La stabilité du schéma est assurée si la solution v (t) reste bornée lorsque A — 0.
Cette condition peut étre également exprimée via la notion de facteur d’amplification
€.

Le facteur d’amplification est le rapport de deux termes correspondant a une meéme
solution prise & deux instants consécutifs nAt et (n + 1)At. Si ce rapport est borné
(] £ |< 1), alors les erreurs inévitables faites entre le temps passé et le temps présent ne
s’amplifient pas, les solutions restent du méme ordre.
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Le facteur d’amplification & est donc égal a:
t+ At A A A
£ = —w(w—i(_t) ) =1- 4rxsin2(—a2 x) — 4rysm2(—62 y) — 47“232'712(72 Z)
La stabilité est assurée si —1 < ¢ < 1.
A A A
-1<1- 4%52’712(%) - 4rysin2(%) - 4rzsin2(¥) <1
L’inégalité de droite étant toujours vérifiée, la condition de stabilité se restreint a:
A A A
—-1<1- 4rxsm2(—&2x) — 4rysin2(—ﬁ y) — 47“252'112(—’y Z)
Sous I'hypothese de milieu isotrope, r, = r, = 7., la condition de stabilité est:
At 1
e = — < = 6.23
" Az? — 6 (6.23)

Les nombres r,, r, et 7, sont appelés le nombre de Courant.
Le pas Az est fixé lors de la discrétisation spatiale (Eq. 6.7), il faut que le pas de
temps At soit suffisamment petit pour assurer la stabilité du schéma.

2
At < ATx (6.24)

Le choixde r, > % conduit a un schéma instable, 7.e. a ’obtention de valeurs aberrantes
pour les concentrations adimensionnelles en sous-unités de cytokératine libre, les erreurs
s’amplifient a chaque pas de temps. Par contre pour un choix de r, < %, les solutions

restent bornées. Le schéma considéré est conditionnellement stable.

6.3.4 Convergence

Un schéma aux différences finies est convergent si la différence entre la solution exacte
et la solution approchée tend vers 0 quand les pas de discrétisation tendent vers 0.
i7j7k -

(Az,Ay,Az,AL) — 0 = ( n C(z’Aw,jAy,k:Az,nAt)) 0

Théoréme 6.3.1 (Théoréeme de Lax) Pour un probléme linéaire et bien posé, la
consistance et la stabilité sont nécessaires et suffisantes pour assurer la convergence.

Le schéma explicite d'Euler (6.18), choisi pour approximer le probléme linéaire (6.10),
est consistant et conditionnellement stable (6.23), alors selon le théoreme de Lax, le
schéma considéré est convergent sous la condition de stabilité (% < %), avec une
erreur de troncature d’ordre §(At) + 0(Az?) (sous 'hypothese de milieu isotrope).
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6.3.5 Résolution numérique

Lorsque les schémas de discrétisation possedent les propriétés de consistance, stabi-
lité et convergence, ils peuvent alors étre résolus numériquement. Plusieurs méthodes
permettent de simuler le processus de diffusion. Deux de ces méthodes, utilisant un
schéma de discrétisation explicite, sont exposées: la méthode Liebmann et la méthode
de relaxation.

Le premier algorithme simule le processus de diffusion par la méthode de Liebmann
(page 134). La constante €, appelée la tolérance, est définie telle que € > 0 permet la
convergence du processus.

Algorithme 4 Algorithme de simulation du processus de diffusion: méthode de Lieb-
mann
Répéter
Pour £ =0 a N Faire
Pour j =0 a N Faire

Pour i =0 & N Faire

At
n+1l __ n n n n mn mn n n
Cigi = Chjat 53 (Ol it Ol it Ol it Oy it Clpn +O7 1 —6C7 )
Fin Pour
Fin Pour
Fin Pour
3 n+1 n
Jusqu’a | Cie — Ch |<e

Le second algorithme simule le processus de diffusion par la méthode de relaxation
(page 135). Le facteur A de relaxation est défini tel que 1 < \ < 2.

6.4 Modele de simulation

La solution numérique de ’équation (6.2) est obtenue, pour tous les noeuds de ca-
ractéristique transporteur, en utilisant le schéma explicite aux différences finies (6.19)
(opérateur de différences finies décentrées "amont” pour le temps et opérateur de
différences finies centrées pour I’espace) pour approcher la forme homogene (6.10), sous
I'’hypothese de milieu isotrope (Az? = Ay? = Az? = §), et les formes discrétisées des
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Algorithme 5 Algorithme de simulation du processus de diffusion: méthode de relaxa-
tion
Boucle
Pour £ =0 a N Faire

Pour j =0 a N Faire

Pour 7 = 0 a N Faire
~n+1 n At n n n n n n
ik = Ol T 2 (Ol e T Oy e T O + O + Ol + Cllema —

6ij7k) )
Clrte = ACH L+ (1= N)Cp
Fin Pour
Fin Pour
Fin Pour

Fin Boucle

termes de synthese et de consommation (6.6).

mn mn
2076t CO 1k

Cr W —2CP 4O P
1 C 1 C 11— 2
CZ"]JF = Cﬂj,k—l—At( i+1,5,k 6;1« Lok | Zhgblk i
Ol =207 4+C
2J k41 ,J.k k=1
TS it >+Atw Tk (6.25)

ou I, est 'approximation de la fonction F'(-) au point (z;,y;,2k,tn)-

La condition initiale (6.3) est approximée par C’?’j,k = I" pour tout 7, j et k. I" est une
constante positive réelle a valeurs dans [0,1].

Le schéma explicite d’Euler (6.25) représente la solution numérique de I’équation (6.2)
qui peut étre utilisé aux noeuds du cytoplasme n’appartenant pas a la frontiere. Aux
points appartenant a la frontiere du cytoplasme, les conditions aux limites, qui sont
définies dans I’équation (6.4), modifient le schéma de la solution numérique.

Pour les conditions s’appliquant sur la frontiere externe 92 du domaine cytoplasme O,
des points artificiels ont été ajoutés au domaine cytoplasme, z_; =0—d et x;.1 =140
dans la direction ox, y_1 = 0— 6 et y;.1 = 1+ 9 dans la direction oy, et 21 =0—4 et
zr141 = 1 4+ 0 dans la direction oz.
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Les conditions aux bord de Neumann (6.4) sont alors approximées comme suit:

(_oc ~ G
o [v=z0 25
oCc ~ CI+1,j,k_CI—1,j,k -0
ox |z=z; — 2 =
Yo _oc ~ GGl _
= —0el Mwew 2 (6.26)
on 169 oCc ~ JhltLkZil-1k ()
% ly=y1 26
80 ~ CZLJ 170?] 1 O
0z lz=20 — 28 -
ac ~ Gigr i _
\ 0z |z=z1 — 20 o

Les dérivées normales aux faces qui sont perpendiculaires a I’axe ox (resp. yo, resp. zo)
donnent la condition C7 | ;= CJ\, 5 (vesp. Oy, = Oy, vesp. Oy = CF 1),
aux points de coordonnées spatiales zq et x (resp. yo et yr, resp. zo et z7), qui est utilisée
dans le schéma explicite (6.25) [81]. Nous procédons de la méme fagon pour approximer
les conditions aux bords de Neumann s’appliquant aux noeuds de la frontiere interne
ON du domaine cytoplasme.

Le nombre de Courant est utilisé comme critere de stabilité des solutions numériques,
et permet de déterminer la valeur maximale du pas de temps At (6.24). En outre, le
pas de temps At doit étre plus grand que ’échelle de temps d’assemblage latéral des
tétrameres en ULF (un processus qui n’est pas décrit dans le modele). Pour tous les
noeuds du domaine cytoplasme, le processus de diffusion est résolu numériquement en
utilisant ce schéma explicite itéré avec I'algorithme de Liebmann [37].

Nous notons 'approximation de la fonction de syntheése F(-) au point (z;,y;,2k,tn ).

i j k
Pour tous les points (z;,y;,2k,t,) du maillage, la quantlte de pool soluble sécrétée dans

un volume unité est évaluée a travers la fonction La dégradation du pool soluble

ijik
au point (z;,y;,2k.tn) dépend de 'initiation de ﬁlarrient ou de la pousse de filament a
ce point. L’occurrence de I'un de ces deux événements, au point (z;,y;,2k,t,), implique
qu'une densité de pool soluble égale a 7,,;, est consommée.

Pour tous les points (x;,y;,2k.tn), la susceptibilité d’initiation de filaments est calculée
par l'expression donnée par I’équation (5.24) et est comparée a la fonction de seuil p(-).

Tous les points (x;,y;,2k,t,) vérifiant I’équation (5.25) deviennent des points d’initia-
tion de filaments et par conséquent des points filaments: le noeud (z;,y;,2x) = 3, au
temps t,, est le site d’initiation d'un filament. Simultanément au processus de diffusion,
Iinitiation et la pousse des filaments sont réalisées en des points du maillage: une tra-
jectoire (un filament) est un chemin discret du maillage. Contrairement aux processus
environnementaux, les processus de construction des filaments utilisent un maillage en
26—connectivité (Eq. 6.9).

Pour toutes iterations nAt, a toutes les tétes de filaments n’ayant pas encore atteint
la frontiere du domaine, la trajectoire de croissance est calculée selon I’équation (5.9).
Si la densité moyenne de pool soluble autour de la téte d’un filament est inférieure a
Omin, le filament ne se développe pas. Pour toutes tétes X3(t) de filaments en croissance,
I’approximation du gradient local de concentration est obtenue par différence centrée.
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Le vecteur aléatoire tridimensionnel v, qui modélise les perturbations de 1’environ-
nement intracellulaire résultant de l'agitation moléculaire, est obtenu par un tirage
aléatoire sous les conditions suivantes: les composantes v,, v, et v, de v sont indépen-
dantes, des variables aléatoires uniformément distribuées, a valeurs dans [—+v/36,v/39].
Le vecteur v est alors normalisé et multiplié par un scalaire ¥ > 0 dont la valeur est
inférieure & 1, nous avons donc [[v|| = . La valeur de ¥ est choisie arbitrairement
de fagon a ce que I'amplitude de I'agitation moléculaire reste dans des bornes admis-
sibles, afin d’éviter que la stochasticité devienne le processus principal déterminant la
dynamique.

La courbure le long du filament Xjz(-) est calculée, a chaque téte (xf ,yf ,z,f ,tn), selon
I’équation (5.28) qui est approximée par des opérateurs de différences finies premiéres
décentrées "amont” [22], et des opérateurs de différences finies secondes centrées, au
point filament (:Uf,yf,,zf,,tn,l). De la méme facon, le vecteur tangent a une téte de
filament donné est approximé par un opérateur de différences finies premieres décentrées
“amont” au point précédent le dernier point du filament.

6.5 Discussion

Le modele de simulation proposé, résultant de la discrétisation du modele mathématique
d’organisation morphofonctionnelle du réseau de cytokératine, travaille en coordonnées
cartésiennes car le domaine spatial de définition est extrémement compliqué ainsi que
les conditions aux bords s’appliquant a 1’équation du pool soluble.

Nous avons utilisé un schéma de discrétisation explicite pour résoudre numériquement
I’équation de diffusion. Ce schéma est conditionnellement stable, mais d’une grande
simplicité, alors que d’autres schémas (par exemple, le schéma implicite pur) existent
avec de meilleures qualités quant a la stabilité (schéma inconditionnellement stable),
mais nécessitent des calculs plus longs.

Tous les calculs de consistance, stabilité et convergence développés dans ce Chapitre
sont largement repris dans de nombreux ouvrages dans les cas monodimensionnel et
bidimensionnel [49, 68].

Le modele de simulation est implémenté en langage C', compilé et exécuté sur un Pen-
tium 11 600Mhz pourvu de 128 M de mémoire. Le progamme C' génére deux types
de fichiers, I'un contenant les densités de pool soluble en chaque noeud du maillage, et
I'autre composé des coordonnées spatiales des noeuds qui constituent les chemins dis-
crets correspondant aux filaments. Des résulats de simulations numériques sont exposés
dans le Chapitre suivant.
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7. Résultats expérimentaux

Dans ce Chapitre, nous présentons un certain nombre de résultats d’expériences numé-
riques réalisées a partir de 'implémentation du modele de simulation exposé dans le
Chapitre 6. Une étude quantitative du comportement du modele est effectuée en exa-
minant les variations de parametres de quantification sous ’effet de certains parametres
du modele. Enfin, les résultats obtenus sont discutés.
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Dans ce Chapitre, nous présentons quelques uns des résultats numériques obtenus par
le modele de simulation exposé dans le Chapitre 6. Ensuite, une étude quantitative du
comportement du modele en fonction de certains de ses parametres est proposée. Pour
conclure, nous discutons des résultats obtenus.

7.1 Quelques résultats expérimentaux

Les simulations numériques sont réalisées sur une grille tridimensionnelle pourvue
d’un maillage cubique, qui représente une cellule épithéliale, formée de noeuds dont le
nombre varie de 20 a 100 par face selon la taille de la simulation. Tous les résultats
présentés dans ce Chapitre sont obtenus a partir de simulations effectuées sur une grille
constituée de 60 noeuds par face et utilisant les valeurs de parametres données dans le
Tableau 7.1. Dans ce cas, pour une longueur d’aréte de cellule égale a 20um [1], le pas
de discrétisation spatial correspond & 6 = 3.4 x 10~ um.
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l 20pm

C  05-09%

n 5%

s 20 — 50%

2% To = 0 minutes

th, 15 minutes

tq 20 minutes

Trez 2160 minutes

©p 0.85 tétrameres par unité de volume
On 1 tétrameres par unité de volume
©Yd 1.5 tétrameres par unité de volume

TAB. 7.1 Valeurs des parametres utilisés dans les simulations.

Les résultats des simulations sont donnés sous deux formes, I'une décrit les champs
de concentration dans le domaine intracellulaire résultant de I’environnement extracel-
lulaire (Fig. 7.1), Pautre représente le réseau de cytokératine (Fig. 7.2-7.4).

7.1.1 Champs de concentration de pool soluble

Les champs de concentration de pool soluble sont visualisés par des représentations
volumétriques dans lesquelles les densités de pool soluble sont représentées par des
niveaux de gris, ou le gris foncé (noir) correspond a de basse densité et le gris clair
(blanc) correspond a de haute intensité (Fig. 7.1).

La Figure 7.1 comporte six sous-figures, qui sont les représentations volumétriques
des champs de concentration de pool soluble pour le jeux de parametres suivant ” D =
5x1073um?2s~t, At = 3.7s”, pour six temps différents. Cette Figure permet de visualiser
I’évolution des champs de concentration de pool soluble au cours du temps.

Une représentation volumétrique permet de visualiser un objet tridimensionnel en ne
représentant que certains plans de cet objet, en 'occurrence les trois plans représentés
ont respectivement les caractéristiques suivantes x = 58, y = 33 et z = 1 (Fig. 7.1). Le
plan défini par y = 33 contient le noyau qui apparait alors comme un carré noir.

La sous-figure 7.1(a) décrit 1’état des champs de concentration de pool soluble a 15
minutes. A cet instant, seul le champ centripete de force autour du noyau, préservant
I'intégrité nucléaire, est actif. Par conséquent, la synthese est confinée autour du noyau.

La sous-figure 7.1(b) correspond a l’état du pool soluble apreés 30 minutes. A cet
instant, les hémidesmosomes et les desmosomes sont en place. Les zones gris clair sur
les surfaces latérales (resp. sur la surface basale) représentent les plaques de desmosome
(resp. les plaques d’hémidesmosome). Ces régions correspondent & d’autres régions de
synthese protéique que celles situées autour du noyau. L’intensité de la synthese est
plus importante aux desmosomes qu’aux hémidesmosomes.

La sous-figure 7.1(c) représente les champs de concentration de pool soluble & 60
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(a) 15 minutes (b) 30 minutes

(¢) 60 minutes (d) 120 minutes

(e) 300 minutes (f) 1500 minutes

F1G. 7.1 Champs de concentration de pool soluble a différents temps (D =5 x
10732571, At = 3.7s). Les densités de pool soluble sont représentées
selon une échelle de niveauz de gris décrite par les palettes.

0.035

0.03

0.025

0.02

0.015

0.01

0.005
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minutes, la synthese se poursuit et le pool soluble se propage a travers le cytoplasme.

La sous-figure 7.1(d) présente 1'état du pool soluble & 120 minutes, le processus de
diffusion se poursuit, par contre la synthese est terminée.

Les sous-figures 7.1(e) et 7.1(f) décrivent le pool soluble a respectivement 300 et 1500
minutes. A ces instants, le pool soluble se propage toujours dans le cytoplasme en
s’approchant de 'homogénéisation des concentrations.

Nous notons que la condition d’absence de flux transmembranaire est bien respectée,
le pool soluble est bien confiné au compartiment cytoplasme (Eq. 5.3). Le noyau est
toujours dépourvu de pool soluble (Fig. 7.1(a)-7.1(e)), et la conservation de la masse
est bien vérifiée.

Simultanément a la diffusion du pool soluble dans le compartiment cytoplasme, le
réseau de cytokératine se construit.

7.1.2 Réseau de cytokératine

La visualisation du réseau de cytokératine est réalisée par images de synthese (Fig. 7.2—
7.4), qui sont générées au moyen du logiciel de visualisation de scénes 3D par lancé de
rayon, PovRay!. Par ce procédé, un filament est construit & partir d'un assemblage de
cylindres, mis bout a bout, dont les extrémités correspondent a deux points consécutifs
du chemin discret correspondant a ce filament.

La Figure 7.2 présente ’établissement au cours du temps du réseau de cytokératine
dans une cellule épithéliale. Le réseau, montré dans cette Figure, correspond a la simu-
lation présentée par la Figure 7.1 (D = 5 x 1073u?s™1, At = 3.7s). La stratégie d’initia-
tion de filaments choisie est une initiation dans le cortex cellulaire. La sous-figure 7.2(a)
représente le réseau de cytokératine apres 40 minutes. A cet instant, quelques filaments
sont initiés dans le cortex cellulaire a partir des plaques de desmosome. Ensuite, les
filaments tapissent les plaques de desmosome (Fig. 7.2(b)) avant de se propager dans
le cytoplasme (Fig. 7.2(c)). Un réseau s’établit alors progressivement dans la cellule,
reliant la membrane cellulaire a la région périnucléaire (Fig. 7.2(d)-7.2(f)). Apres 104
minutes, le réseau de cytokératine est stabilisé (Fig. 7.2(f)).

Pour une initiation dans le cortex cellulaire, les filaments s’initient a partir des
plaques de desmosome et d’hémidesmosome, ils commencent par tapisser ces plaques
avant de se propager dans le compartiment cytoplasmique et former un réseau reliant
la membrane cellulaire a la région périnucléaire (Fig. 7.2).

La Figure 7.3 représente ’établissement du réseau de cytokératine au cours du temps

d’une cellule épithéliale, pour une stratégie d’initiation de filaments en région périnucléaire

1

avec un coefficient de diffusion D = 107212571 et un pas de temps At = 1s. Apres 4

1. Persistence Of Vision. http://www.povray.org/
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(a) 40 minutes (b) 48 minutes

(e) 72 minutes (f) 104 minutes

Fi1G. 7.2 Réseau de cytokératine a différents instants, pour les paramétres de la
Figure 7.1. La stratégie d’initiation de filaments spécifie une initiation
dans le cortex cellulaire.
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minutes, quelques filaments sont initiés dans la région périnucléaire et courent autour
du noyau (Fig. 7.3(a)). Un réseau tres dense se construit peu a peu dans la région
périnucléaire, formant une cage autour du noyau (Fig. 7.3(a)-7.3(c)). Ensuite, les fi-
laments se propagent dans le cytoplasme et un réseau, reliant la région périnucléaire
a la membrane cellulaire, s’établit (Fig. 7.3(d)-7.3(f)). Apres 36 minutes, le réseau de
cytokératine est stabilisé (Fig. 7.3(f)).

Pour une initiation en région périnucléaire, les filaments s’initient dans la région
périnucléaire et forment une sorte de cage, de filet, entourant le noyau, avant de se
propager dans le cytoplasme pour former un réseau reliant ’enveloppe nucléaire a la
membrane cellulaire (Fig. 7.3).

La Figure 7.4 décrit I’évolution au cours du temps du réseau de cytokératine pour
un méme coefficient de diffusion et un méme pas de temps que la Figure 7.3 avec
une stratégie d’initiation sans spécification de région d’initiation (p(-) est une fonction
constante). Apres 22 minutes, des filaments sont initiés dans le cortex cellulaire a partir
des plaques de desmosome et d’hémidesmosome (zones intracellulaires ou 'intensité de
la synthese est plus importante) (Fig. 7.4(a)). Comme précédement, la propagation des
filaments dans le cytoplasme a partir du cortex est devancée par un tapissage des plaques
de desmosome et d’hémidesmosome (Fig. 7.4(b)). Apres 26 minutes, des filaments sont
initiés en région périnucléaire (Fig. 7.4(c)). Ensuite, apres 30 minutes, un réseau, reliant
la membrane cellulaire a la région périnucléaire, s’établit progressivement (Fig. 7.4(d)—
7.4(f)). Apres 42 minutes, le réseau de cytokératine est stabilisé (Fig. 7.4(f)).

Pour une initiation sans spécification de régions particulieres, les filaments sont
tout d’abord initiés a partir des plaques de desmosome, ensuite les filaments se
développent a partir des plaques d’hémidesmosome et finalement a partir de la région
périnucléaire. Les filaments tapissent les plaques de desmosome et d’hémidesmosome
avant de se propager dans le cytoplasme et former un réseau reliant la membrane
cellulaire a 'enveloppe nucléaire (Fig. 7.4).

Selon les valeurs de certains parametres du modele (le coefficient de diffusion, la
stratégie d’initiation de filaments...), le réseau de cytokératine adopte des architectures
différentes et un comportement dynamique différent. Afin d’identifier les effets de ces
parametres sur le comportement du modele et plus particulierement sur ’architecture
du réseau de cytokératine, nous avons réalisé une étude quantitative.
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(a) 4 minutes (b) 8 minutes

(¢) 20 minutes (d) 24 minutes

(e) 26 minutes (f) 36 minutes

Fi1G. 7.3 Réseau de cytokératine a différents instants, pour un coefficient diffu-
sion D = 1072257t et un pas de temps de discrétisation At = 1s.
La stratégie d’initiation de filaments spécifie une initiation en région
périnucléaire.
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(e) 32 minutes (f) 42 minutes

Fi1G. 7.4 Réseau de cytokératine a différents temps, pour les mémes paramétres
que la Figure 7.3 sauf pour la fonction seuil p(-) qui est une fonction
constante p(-) = 0.2 (pas de spécification spatiale d’initiation).
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7.2 Etude quantitative du comportement du modele

Afin de quantifier 'architecture des réseaux de cytokératine selon les valeurs des pa-
rametres du modele, ce qui revient a étudier quantitativement le comportement du
modele, nous avons extrait plusieurs parametres relatifs aux réseaux et aux filaments:

— le nombre total de filaments,
— la longueur moyenne des filaments,

— la courbure moyenne des filaments.

Définition 7.2.1 Le nombre total de filaments a linstant t, noté N(t), est défini
comme le nombre de filaments constituant le réseau, initiés depuis Ty jusqu’a 'instant
t inclus.

Interprétation — Le nombre total de filaments N (t) représente exactement le
cardinal de I'union des ensembles B(t) (Déf 5.3.1) et Z(t) (Déf 5.3.3):

N(t) = 4(B(t) UL(?))

Définition 7.2.2 La longueur totale d’un filament Xg(-) est définie comme sa lon-
gueur d’arc et est calculée de la maniére suivante [37]:

dy(B) - - -
)= /d . V02 + y5(0)2 + 2(0)2dt

Définition 7.2.3 La longueur moyenne des filaments a l'instant t, notée L(t), est

la somme des longueurs des filaments a l’instant t pondérée par le nombre total de
filaments a ["instant t.

,C(t): / \/xﬁ —}-yﬁ u)? +Z[3( u)2du

BEB YUZ(t)

Définition 7.2.4 La courbure moyenne d’un filament est calculée comme la somme
des courbures (Eq. 5.27) en chacun des points du filament pondérées par la longueur
d’arc correspondant.

Définition 7.2.5 La courbure moyenne des filaments a l'instant t, notée IC(t), est la
somme des courbures moyennes de chaque filament pondérée par le nombre total de
filaments.

En utilisant ces parameétres de quantification, les effets de différents parametres du
modele sur son comportement, c¢’est a dire sur ’architecture du réseau de cytokératine,
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peuvent etre observés. Les parametres dont I'influence est examinée sont le coefficient de
diffusion D, la stratégie d’initiation des filaments p(-) et 'agitation moléculaire ||v|| = ¥.

Par ailleurs, 'effet du pas de discrétisation du temps At, qui n’est pas a proprement
dit un parametre du modele mais un parametre de simulation, est observé afin de
déterminer son influence sur les résultats des expériences.

Dans toute la suite de cette Section, les Figures (7.5-7.7) comportent trois sous-figures
dont les légendes sont respectivement:

~ (a) représente 1'évolution au cours du temps du nombre total de filaments N ()
constituant le réseau jusqu’a la stabilisation du processus de construction.

— (b) décrit la variation en fonction du temps de la longueur moyenne des filaments
L(t) jusqu’a la stabilisation du processus de construction.

— (¢) montre en fonction du temps la courbure moyenne des filaments K(t) jusqu’a
stabilisation du processus de construction.
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7.2.1 Effet du coefficient de diffusion

Afin d’identifier I'effet du coefficient de diffusion D sur la construction du réseau de
cytokératine, plusieurs simulations sont réalisées pour les mémes valeurs de parametres
et des coefficients de diffusion différents.

Le pool soluble s’accumule d’autant plus dans les régions de synthese que le processus
de diffusion est lent, et par conséquent, 'initiation de filaments débute d’autant plus
tot. Pour un coefficient de diffusion D = 5 x 10~*um?2s~!, I'initiation commence au bout
de 6 minutes, alors que pour un coefficient de diffusion de D = 10~2m?s~!, 'initiation
prend 30 minutes avant de débuter (Fig. 7.5(a)).

De plus, le nombre total de filaments est aussi sensible a la diffusion. Le nombre total
de filaments, a la stabilisation du processus de construction des filaments, est d’autant
plus petit que le processus de diffusion est rapide. Pour un coefficient de diffusion
de D = 1072um?s™!, le nombre de filaments atteint le nombre de 2535, tandis que
pour D = 5 x 10~*um?s !, le nombre de filaments est égal & 11060 a la stabilisation
(Fig. 7.5(a)).

En outre, la longueur moyenne des filaments n’est pas tres sensible a la valeur du
coefficient de diffusion. La longueur moyenne des filaments varie de 14.20 + 20.85, pour
un coefficient de D = 107212571, 4 19.49 4 96.82, pour un coefficient de D = 10732571
(Fig. 7.5(b)).

Par contre, la courbure moyenne des filaments semble augmenter avec le coefficient de
diffusion (Fig. 7.5(c)). Les filaments adoptent un comportement d’autant plus rectiligne
que le coefficient de diffusion est petit.

La valeur de D* = 1073u%s~! divise I’ensemble des valeurs de coefficient de diffusion
en 2 régions. Pour D < D* (resp. D > D*), le modele adopte sensiblement le méme
comportement: les mémes valeurs de temps de stabilisation et les mémes valeurs de
stabilisation.

7.2.2 Effet de la stratégie d’initiation de filaments

Selon la stratégie d’initiation choisie, les filaments sont initiés dans le cortex cellulaire
(Fig. 7.2), en région périnucléaire (Fig. 7.3), ou n’importe ot dans le cytoplasme (lors de
la non spécification de régions particulieres d’initiation) (Fig. 7.4). Afin d’identifier I'effet
des stratégies d’initiation de filaments sur la construction du réseau de cytokératine,
plusieurs simulations sont réalisées avec les mémes valeurs de parametres et des fonctions
seuils p(+) différentes.

La stratégie d’initiation de filaments semble influencer ni la longueur moyenne ni la
courbure moyenne des filaments, méme si une stratégie d’initiation en région périnucléaire
aboutit a des filaments sensiblement plus longs et plus ondulés (Figs. 7.6(b)-7.6(c)).

Le parametre p(-) agit seulement sur les instants d’initiation de la construction des
filaments et sur le nombre total de filaments. Une initiation en région périnucléaire des
filaments commence 6 minutes plus tot qu’une initiation dans le cortex cellulaire. Le
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nombre total de filaments est plus grand lors d’une initiation dans le cortex cellulaire
(Fig. 7.6(a)).

Quelque soit la stratégie d’initiation de filaments choisie, le processus de construction
des filaments se stabilise a la méme valeur de temps.

7.2.3 Effet de I’agitation moléculaire

Afin d’identifier 'effet de l'intensité de l'agitation moléculaire sur la construction
du réseau de cytokératine, plusieurs simulations sont réalisées avec les mémes va-
leurs de parametres et des intensités ||v|| de Pagitation moléculaire différentes (¥ €
{5 x 1073,0.1,0.25,0.5}).

Une agitation moléculaire négligeable (||v|| = 5 x 1073) implique I'initiation de nom-
breux filaments (7190 filaments contre 1972 pour |[v]| = 0.25, ou contre 3454 pour
llv|| = 0.5, Fig. 7.7(a)) qui atteignent une longueur moyenne tres faible (1.29 4+ 0.75,
Fig. 7.7(b)) avec une courbure moyenne tres grande (Fig. 7.7(c)).

Si I’agitation moléculaire est présente mais reste faible, le nombre total de filaments
dépend légerement de l'intensité de 'agitation moléculaire: 1972 filaments pour une
intensité de ||v|| = 0.25 contre 1815 filaments pour ||v|| = 0.1 (Fig. 7.7(a)). Cependant,
lorsque l'agitation moléculaire commence a étre importante, le nombre de filaments
augmente considérablement, 3454 filaments pour une intensité de ||v|| = 0.5.

L’intensité de I'agitation moléculaire affecte fortement la longueur moyenne des fila-
ments: une longueur moyenne de 3.95 + 8.4 pour une intensité de [[v|| = 0.5, contre
14.32 + 19.02 pour |jv|| = 0.25, ou contre 57.64 £+ 62.99 pour ||v|| = 0.1 (Fig. 7.7(b)).
Une faible perturbation permet d’obtenir des filaments plus longs qui adoptent un com-
portement quasi-rectiligne (Fig. 7.7(c)).

Les filaments sont d’autant plus courts et d’autant plus ondulés que l'intensité de
I’agitation moléculaire est importante.
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7.2.4 Effet du pas de temps

Le pas de discrétisation du temps At, parametre inhérent a l’approche numérique,
peut influencer les réalisations des expériences. Afin d’identifier I'effet de celui-ci sur
la construction du réseau de cytokératine, plusieurs simulations sont réalisées avec les
mémes valeurs de parametres et des pas de temps différents. Les Figures 7.8 et 7.9
représentent respectivement les résultats obtenus pour deux ensembles de simulations
réalisées avec deux différentes valeurs de coefficient de diffusion, respectivement D =
5 x 1074 um?s™t et D = 10 2um?s™!, et pour des valeurs différentes de pas de temps
At.

Nous remarquons que le processus est initié d’autant plus vite, et se stabilise d’autant
plus vite que le pas At de temps est petit. Dans le cas ot D = 10~ 2um?s™ !, pour un
pas de temps At = 0.5s, le processus de construction commence au bout de 6 minutes
et il se stabilise apres 28 minutes tandis qu’a cet instant, si At = 1.8s, le processus de
construction n’a méme pas été initié (Fig. 7.9(a)).

De plus, le nombre total de filaments est d’autant plus grand que le pas de temps est
petit. Dans le cas ot D = 5 x 10~ *um?s™ !, pour At = 10s, le nombre total de filaments
est égal a 7311 alors que pour At = 37s le nombre de filaments est 1997 (Fig. 7.8(a)).

1

De la méme maniere, dans le cas oit D = 10~2um?s~!, pour At = 0.5s, le nombre total

de filaments est égal a 5147 alors que pour At = 1.8s le nombre de filaments est 2157
(Fig. 7.9(a)).

Un pas de temps petit par rapport a la valeur maximale de pas de temps (Eq. 6.24)
imposée par le critere de stabilité (tel que At = 10s pour D =5 x 10~ um?s™!) (resp.
At = 0.5s pour D = 1072um?s™!) génere des filaments plus longs (Fig. 7.8(b) et 7.9(b))
avec un comportement rectiligne (Fig. 7.8(c) et 7.9(c)).

Non seulement le pas de temps influence le processus de diffusion, mais il influence
aussi le processus de construction. Les processus sont d’autant plus rapides que le pas
de discrétisation de temps est petit.
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7.3 Discussion sur les résultats

Les résultats obtenus lors des simulations, montrent des filaments qui encerclent le
noyau et rayonnent a travers le cytoplasme, reliant finalement 1’enveloppe nucléaire
a la membrane cellulaire aux niveaux des régions d’ancrage (desmosomes et hémides-
mosomes).

En région périnucléaire, les filaments ont tendance a pousser tangentiellement et
forment de ce fait une cage autour du noyau. Ce phénomene est également observé
dans la réalité (Fig. 1(c), 3.1(a) et 3.2) [36].

Les filaments s’interconnectent entre eux (anastomose) pour former un réseau. La
constitution du réseau est un phénomene émergent non décrit par le modele.

Selon les localisations intracytoplasmiques, le réseau est plus au moins dense: nous
observons une augmentation de la densité du réseau en région périnucléaire ainsi que
dans les régions d’ancrage. Par conséquent, les architectures de réseau de cytokératine
obtenues sont en accord avec les réseaux de cytokératine observés lors de 1’étape de
caractérisation [60, 90].

En outre, nous observons que les parametres du modele influencent I’architecture du
réseau ainsi que la morphologie des filaments.

Comme attendu, la stratégie d’initiation des filaments affecte principalement le démar-
rage du processus de construction ainsi que le nombre de filaments initiés, sans modi-
fier leur morphologie. Quelle que soit la stratégie d’initiation choisie, les filaments se
développent et construisent un réseau a travers la cellule qui relie la membrane cellulaire
et ’enveloppe nucléaire (Fig. 7.2-7.4).

Les filaments adoptent un comportement d’autant plus relaxé (ondulé) que le co-
efficient de diffusion (D > 1073um?s™!) ou lagitation moléculaire sont importants.
Cependant, une agitation moléculaire négligeable conduit a des réseaux constitués de
filaments tres courts et tres ondulés, les filaments ont tendance a boucler.

La longueur moyenne des filaments est principalement influencée par I'agitation molé-
culaire. Cette derniere est le parametre de quantification ayant la plus grande variabilité.
En général, le comportement des filaments est d’autant plus rectiligne que leur longueur
est importante.

Une diffusion lente, ou une agitation moléculaire négligeable impliquent une densifica-
tion du réseau (augmentation du nombre total de filaments). Ces situations (diffusion
lente et/ou agitation moléculaire négligeable), qui pourraient correspondre & un ralen-
tissement du métabolisme provoquées par une baisse de température, nous incitent a
réaliser de nouvelles expériences sur des cellules cultivées a basses températures.

Enfin, concernant ’aspect numérique, 'effet du pas de temps sur les résultats obtenus
souligne la nécessité d’une analyse qualitative approfondie du modele mathématique.

La durée des simulations est proportionnelle a la taille du maillage et inversement
proportionnelle a la taille du pas de temps. Selon les cas, elle peut varier de quelques
minutes a une journée.
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Discussion et perspectives

Nous discutons de quelques limitations de notre travail, et des améliorations envisa-
geables pour y remédier.

Approche déductive

L’approche déductive est une démarche descriptive utilisant des supports de type
images numériques dont la qualité est dépendante des systemes optiques et des tech-
niques de marquages.

Résolution spatiale

Les coupes optiques numérisées sont composées de pixels dont la taille correspond a
0.091um pour le niveau de résolution utilisé. Or le diametre d'un filament intermédaire
est équivalent a 10nm. Par conséquent, les réseaux visualisés par microscopie confo-
cale a ce niveau de résolution sont constitués de plusieurs filaments agrégés (environ
une dizaine de filaments) formant des sortes de cables, de faisceaux. Des techniques
de déconvolution pourraient sans doute améliorer la résolution de maniere significa-
tive. Cependant, I'individualisation d’un filament seul n’est pas possible en microscopie
confocale, son pouvoir de résolution est bien inférieur a la taille de ce type de structures.

Limitation de la caractérisation

La vimentine, un autre type de filaments intermédiaires exprimé par les cellules en-
dothéliales, s’organise en réseaux de faisceaux de filaments dont I’épaisseur (la largeur)
est beaucoup plus faible que ceux de cytokératine. Nos algorithmes d’analyse d’images
qui font largement intervenir le parametre de largeur des structures, sont peu efficaces
dans le cas de la vimentine.

La méthodologie de caractérisation est utilisable pour les deux autres types de réseaux
cytosquelettiques: les réseaux de microfilaments et de microtubules. La qualité de la ca-
ractérisation dépend principalement de ’épaisseur des structures composant les réseaux.
L’étude de microfilaments organisés en faisceaux ou fibres de stress ne pose pas de
probleme, par contre lorsqu’ils sont en phase de gel leur étude est difficile par cette
méthodologie, une approche texture semblerait étre plus efficace.

D’autres méthodologies d’analyse d’images, comme des algorithmes utilisant la géomé-
trie différentielle, pourraient améliorer la caractérisation de ’architecture des réseaux
cytosquelettiques en permettant 'extraction automatique de la largeur des filaments
80].
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Généralisation tridimensionnelle

La méthodologie de caractérisation, que nous avons développée, utilise des représen-
tations bidimensionnelles d’objets tridimensionnels, de ce fait, les qualités des images
ainsi que leurs niveaux de coupe optique doivent étre déterminés avec une grande ri-
gueur.

Les cellules étudiées étaient tres aplaties, étalées (cellules pavimenteuses) et les coupes
optiques étaient réalisées a des niveaux ou les réseaux cytosquelettiques pouvaient étre
assimilés a un réseau bidimensionnel: soit dans les plans tangents au noyau pour les
réseaux périnucléaires soit dans la lame cytoplasmique périphérique pour les réseaux
des dispositifs de jonctions ou les réseaux de protrusions.

Dans le cas de cellules cubiques ou prismatiques, le cytosquelette est une structure
tridimensionnelle. Une étude pertinente, permettant une analyse dans son intégralité,
c’est a dire sans condition sur les zones d’acquisitions, doit étre tridimensionnelle. De ce
fait, notre méthodologie de caractérisation devra étre généralisée en trois dimensions.

La généralisation 3D de I'approche filament, fondée sur une définition d’objet curvi-
ligne, ne devrait pas poser trop de problemes. Une courbe dans I’espace est aisément
définissable.

Par contre, la primitive maille, qui induit 'approche maillage, est plus difficile a définir
dans l'espace tridimensionnel. En effet, les mailles 3D ne peuvent étre définies par un
contour continu. Cependant, la notion de maille 3D peut étre approchée par un concept
de boule maximale inscrite dans les espaces ménagés par le réseau.

Approche inductive

L’approche inductive est une démarche prédictive s’appuyant sur des hypotheses qui
sont les résultats de 'approche déductive.

Concepts de modélisation

Notre modele envisage la fonction mécanique du réseau de cytokératine seulement a un
niveau macroscopique. Afin de refléter I'interaction des voies biochimique et mécanique
de la mécanotransduction, le modele pourrait étre affiné pour prendre en compte les
mécanismes moléculaires sous-jacents.

Certains des concepts de modélisation utilisés peuvent aisément étre réinterprétés sans
modifier le modele d’organisation morphofonctionnelle du réseau de cytokératine.

Dans le modele que nous proposons, la polymérisation du réseau est partiellement
guidée par un gradient de morphogenes (tétrameres). La mise en place de ce gradient
résulte de deux mécanismes de transport en direction opposée. Les matériaux doivent
tout d’abord étre acheminés vers les régions de contrainte (transport actif, intervention
des moteurs moléculaires, étape 3 de la Figure 5.2) afin de réaliser un différentiel de
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concentration, puis ensuite les matériaux doivent se disperser (transport passif par
diffusion selon la loi de Fick, étape 5 de la Figure 5.2) autour des régions de contrainte
pour réaliser le gradient de morphogenes.

Dans notre modele, les matériaux déplacés sont les morphogenes eux-mémes (étape
3 de la Figure 5.2), qui sont synthétisés a proximité du noyau. L’autre alternative est
de considérer que les matériaux déplacés ne sont pas les morphogenes eux-mémes mais
leurs précursseurs. Ainsi les ARN messagers pourraient étre transportés sous forme
de polyribosomes libres vers les régions de contrainte [46, 57]. Pour poursuivre cette
réinterprétation, I’oligomérisation des protéines en tétrameres suivie d’une libération de
ces derniers dans le cytoplasme au niveau des régions de contrainte, est alors modifiée en
une synthese de protéines aux régions de contrainte. Les sources de synthese deviennent
alors les lieux de synthese de protéines. L’intensité de la synthese, proportionnelle a
I'intensité de la contrainte, est comparable au produit de la quantité de polyribosomes
libres par unité de volume par la vitesse de synthese d’'un polyribosome.

Le gradient découle d’un transport passif par diffusion (étape 5 de la Figure 5.2) dans
le cytoplasme considéré comme homogene. En réalité le cytoplasme est fortement en-
combré par de nombreux organites (mitochondries, réticulum endoplasmique, appareil
de Golgi, vésicules...), cet encombrement pourrait aisément étre pris en compte en
interdisant des voxels du compartiment cytoplasmique. L’encombrement résultant de
la construction du réseau de cytokératine pourrait également étre pris en compte par
un coefficient de diffusion décroissant en fonction du temps. D’une autre maniere, un
transport actif pourrait également étre envisagé le long des réseaux de microfilaments
ou de microtubules [12]. Ce transport moléculaire le long des réseaux de microfilaments
ou de microtubules pourrait permettre la considération des interconnexions et des in-
teractions entre les trois différents réseaux ainsi que des phénomenes d’encombrement
du cytoplasme dus aux organites (processus de percolation, c’est a dire une diffusion
s’effectuant le long de réseaux préexistants).

Approche déterministe / stochastique

Notre modele est un modele déterministe comportant des composantes stochastiques
telles que la spécification des régions de contraintes et I’agitation moléculaire. La contri-
bution stochastique est principalement présente dans la définition du domaine spatial.

La composante stochastique (agitation moléculaire), qui intervient dans la dynamique
propre du modele, est intégrée de fagon a ce qu’elle ne domine pas la contribution
déterministe. Seuls des processus relatifs a l’environnement comportent une compo-
sante stochastique. Méme en limitant sa contribution, il apparait dans les résultats des
simulations qu’elle joue un role important dans I’édification du réseau de cytokératine.

Par ailleurs, de la méme facon que le coefficient de diffusion, qui est un parametre lié
a l'agitation moléculaire (Eq. 5.30), la contribution stochastique pourrait étre envisagée
comme une fonction du temps.
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Rigidité et déformabilité des filaments

Les tétes des filaments décrivent une trajectoire au cours du temps. Ces trajectoires
évoluent dans le temps au sens d'un prolongement, et non au sens d’une déformation.
De ce fait, le modele proposé produit des filaments de configuration rigide, statique
et non déformable qui peuvent se prolonger. Cette propriété se justifie par le fait que
le modele propose I’édification d’un réseau pour un ensemble invariant de contraintes
mécaniques.

Une des améliorations de ce modele pourrait envisager la déformation d'un réseau en
appliquant un ensemble de contraintes mécaniques variables ainsi qu’en ajoutant des
interactions locales entre le corps des filaments et ’environnement.

En définissant un ensemble de contraintes mécaniques variables et en élaborant un
systeme de redistribution des contraintes dans un épithélium, nous pourrions envisa-
ger de construire les réseaux de cytokératine des différentes cellules adjacentes et d’en
étudier les interactions.

Emergence

Le réseau de filaments intermédiaires et I’environnement peuvent étre considérés comme
deux domaines contigus dont les influences mutuelles se croisent au niveau des tétes de
filaments (couplage ponctuel). Ce couplage ponctuel établit une relation réciproque
(circulaire) dans laquelle les deux domaines se spécifient mutuellement. Ainsi la concen-
tration de pool soluble détermine la formation des filaments qui en retour modifient
la concentration de pool soluble. De cette réflexivité (ou réciprocité) émerge une unité
cohérente. Le couplage entre le réseau de filaments intermédiaires et I’environnement
réalise ainsi les conditions d’émergence communes aux structures autopoiétiques. No-
tons que les relations entre le local (tétrameres) et le global (réseau) sont réalisées par
la mémoire de forme des filaments qui s’exprime aux points de couplage (tétes des fila-
ments). Par ces propriétés de réflexivité environnement — réseau et local — global, notre
modele rejoint le concept de morphocycle développé par Varela [89], ou les propriétés
locales ou globales sont considérées de maniere simultanée. Les actions locales ont pour
effet global de produire une matrice qui en retour modifie ces actions locales.

Interactions entre approche inductive et déductive

Afin de valider le modele proposé, les résultats des simulations devront étre com-
parés aux données biologiques. Pour réaliser ce travail, deux options s’offrent a nous.
La premiere est de développer un logiciel simulant le procédé de la microscopie confo-
cale, qui serait capable de fournir une coupe bidimensionnelle a partir des résultats
tridimensionnels des simulations. Les images ainsi obtenues pourraient étre soumises
aux mémes procédures de quantification qui ont été utilisé sur les données biologiques
afin de caractériser la topologie des réseaux et la morphologie des filaments. Il sera en
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particulier possible de déterminer si les motifs architecturaux spécifiquement localisés
dans la cellule sont retrouvés.

La seconde option, qui est préférable, est de développer et généraliser la méthodologie
de caractérisation de I’architecture des réseaux cytosquelettiques en trois dimensions.

Par ailleurs, la modélisation pourrait étre envisagée comme une aide a l'extraction
automatique de filaments spécifiques. Par le concept de mémoire de forme, le probleme
du choix de la direction & suivre lors de la rencontre d’un point de branchement (page 51)
pourrait étre résolu automatiquement.
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Conclusion

L’objet de cette these est I’'étude de I'implication des filaments intermédiaires dans
la fonction de mécanotransduction s’exercant via un mécanisme de réorganisation de
la structure du réseau en réponse aux changements mécaniques de l’environnement
extracellulaire.

Nous avons appréhendé ce probleme biologique selon deux approches: une approche
descriptive (caractérisation de la variabilité de l'architecture des réseaux cytosquelet-
tiques selon les conditions mécaniques) et une approche prédictive (modélisation de
I'organisation morphofonctionnelle des réseaux de cytokératine).

Cette démarche bipartite, qui nous a paru nécessaire pour 1’étude d’un probleme
biologique, est significative des biomathématiques. De plus, les méthodes originales
développées empruntent largement a un grand nombre de domaines comme ['analyse
d’images, les mathématiques discretes et continues, ’analyse numérique, la biomécanique
et 'informatique... Cette confluence des domaines utilisés reflete bien la difficulté et
la richesse de la démarche biomathématique.

La méthodologie de caractérisation de l'architecture des réseaux cytosquelettiques,
développée lors du Chapitre 2, comporte trois approches, qui découlent de probléma-
tiques différentes, et permettent une caractérisation aussi exhaustive que possible des
différents aspects de I’architecture des réseaux cytosquelettiques. Ainsi cette méthodo-
logie caractérise I'architecture cytosquelettique en terme de morphologie des filaments,
de structure de maille, de densité et de connexion des réseaux. Cette méthodologie a
été appliquée lors de deux différentes études.

Les deux applications de cette méthodologie, évoquées dans le Chapitre 3, ont permis
de caractériser la variabilité de I'architecture des réseaux de filaments intermédiaires
reflétant 'existence d’une relation entre 'organisation structurale des réseaux de cy-
tokératine et les conditions mécaniques extracellulaires.

Le modele, proposé dans le Chapitre 5, décrit ’organisation du réseau de cytokératine
dirigée par les conditions mécaniques extracellulaires. Notre modele reflete I'implication
du réseau de filaments intermédiaires dans le maintien de la stabilité mécanique et de
I'intégrité des cellules [26, 16, 19]. Le réseau de filaments intermédiaires répond a 'envi-
ronnement mécanique extracellulaire en s’organisant en des configurations spécifiques,
comme un mécanisme de renforcement, afin de préserver 'intégrité cellulaire et de trans-
mettre les signaux mécaniques de l'environnement extracellulaire au noyau. A notre
connaissance, ce travail est le premier modele dynamique prenant en compte 1’édification
du réseau de filaments intermédiaires en établissant un lien entre la fonction et la struc-
ture des filaments intermédiaires.

Les résultats obtenus par les simulations, qui sont exposés au Chapitre 7, montrent
que le réseau de cytokératine encercle bien le noyau et rayonne a travers le cyto-
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plasme, reliant finalement 1’enveloppe nucléaire a la membrane cellulaire aux niveaux
des régions d’ancrage (desmosomes et hémidesmosomes). Selon les localisations intra-
cytoplasmiques, le réseau est plus au moins dense: nous observons une augmentation
de la densité du réseau en région périnucléaire ainsi que dans les régions d’ancrage. Par
conséquent, les architectures de réseau de cytokératine obtenues sont compatibles avec
les réseaux de cytokératine observés dans les cellules [60, 90].

Notre modele mathématique permet une premiere validation de I'hypothese, émise
et observée lors de I’étape de caractérisation, de I'implication des réseaux de filaments
intermédiaires dans une fonction mécanique. Leur architecture est bien dépendante et
meme induite par les contraintes mécaniques environnementales. La mécanotransduction
par variations architecturales semble une hypothese plausible.
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A. Notions de morphologie
mathématique

La morphologie mathématique repose sur la théorie des ensembles et emprunte large-
ment a la topologie et a la théorie des graphes.

La morphologie mathématique utilise des opérations ensemblistes pour transformer
I'image. Deux catégories de transformations sont utilisées:

— Transformations ensemblistes classiques

— Transformations en tout ou rien utilisant un élément structurant

Concept de morphologie mathématique: étudier les interactions entre des ensembles
a analyser et d’autres enssembles de forme et de taille connue, les éléments structu-
rants.

A.1 Morphologie mathématique sur les images bi-

naires

Une image binaire est une fonction f(z,y), ou f(z,y) représente la valeur du signal au
point (pixel) (z,y) € Dy. La valeur f(-) d’un pixel d'une image binaire est égale a 1 ou
a 0 selon que le pixel appartient a ’objet ou au fond

f:D; C N*— {0,1}
L’image inverse est définie comme suit:

fc(xay> =1- f($,y)

A.1.1 Transformations ensemblistes classiques

Soit un ensemble U, ’ensemble de tous les éléments. X et Y sont des sous-ensembles
de U.

— Union: XUY ={z:z€ Xouz €Y}
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— Intersection: X NY ={z:z€ Xetz Y}
— Complémentation: X¢ ={z:v€Uetz ¢ X}
— Différence symétrique: X \Y =X UY - XnNY ={zx:2€ Xetx &Y}

A.1.2 Transformations en Tout ou Rien par un élément struc-
turant

Soit X un objet défini par ’ensemble des points constituant cet objet; et .S un élément
de géometrie connue, appelé élément structurant.

L’application d’une transformation en Tout ou Rien a un ensemble X suit le processus
suivant:

— S est déplacé de maniere a ce que son origine (son centre) parcoure toutes les
positions de I'espace

— Pour chaque position, une question relative a I'union, a l'intersection ou a l'inclu-
sion de S dans X ou avec X est posée. La réponse sera positive ou négative, d’ou
le nom de transformation en Tout ou Rien.

= L’ensemble des points correspondant a une réponse positive constitue le trans-
formé de X

Une transformation en Tout ou Rien, notée X ® S, ne donne pas un parametre ca-
ractérisant la structure de X mais un nouvel ensemble, une nouvelle image.

Hypotheses de construction des transformations en Tout ou Rien

Soit T une transformation

Invariance par translation: Transformations insensibles a la position d’origine des
coordonnées, un objet doit étre reconnu quelle que soit sa position dans 'espace,
T(Transg(X)) = Transz(T(X))

Compatibilité avec les homothéties: Un objet doit étre reconnu quel que soit son
¢loignement. (+7%(kX) = T1(X))

Connaissance locale uniforme: Les objets sont observés dans un champ d’observa-
tion Z

Continuité monotone: Le rapprochement de I’ensemble X de ’ensemble Y entraine
le rapprochement des transformés

Propriétes des transformations en Tout ou Rien

Soit T une transformation en Tout ou Rien, elle peut avoir les propriétés suivantes:
Transformation croissante: X C Y = T(X) C T'(Y)
Transformation extensive: X C T(X)
Transformation idempotente: T(7(X)) =T(X)
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Transformation homotopique: 7T ne modifie pas le nombre de connéxité /N, nombre
d’Euler, N(T'(X)) = N(X)

Transformation préservant la connexité: X connexe = T'(X) connexe

Elément structurant

L’idée de base de la morphologie mathématique est de confronter les objets a analyser
a un autre objet de forme connue, 1’élément structurant. Chaque élément structurant
correspond a une configuration donnée, ’application, c¢’est a dire la confrontation, de
cet élément structurant sur 'objet a analyser permet de détecter toutes les occurrences
de cette configuration présentes dans 1’objet. Voici quelques éléments structurants:

1 11 * 1 %
1 11 1 11
1 1 1 * 1 %
1 11 1 = 1

Le symbole * peut représenter indifférement un point objet 1 ou un point du fond 0.

A.1.3 Erosion

Pour chaque position x de l'espace, la question suivante est posée: est-ce que S,
(I’élément structurant S centré sur le point x) est complétement inclus dans 1’ensemble
X7 S, C X7 L’ensemble des positions x correspondant a des réponses positives forme
un nouvel ensemble E(X) appelé érodé de X.

EX)=Xo6S={z:5,CX}

L’érosion consiste a mettre a 0 la valeur des pixels si 1’élément structurant centré sur
ce pixel n’est pas entierement inclus dans 1'objet.

Propriétés de 1’érosion:

— Transformation anti-extensive: F(X) C X

Transformation croissante: X C Y = E(X) C E(Y)

— Transformation non homotopique car elle ne préserve pas le nombre de connexité

Pour un élément ayant la forme d’un disque, I’érosion déplace la frontiere de I'objet
vers l'intérieur, d'une distance égale au rayon du disque.

Le nombre de connexité est le nombre de composantes connexes d’une image diminué
du nombre de trous.
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A.1.4 Dilatation

Pour chaque position x de l'espace, la question suivante est posée: S, touche-t-il
I'ensemble X7 autrement dit, S, N X # ()7

S, représente I'élément structurant de configuration S, centré sur x.

L’ensemble des positions x correspondant a des réponses positives forme un nouvel
ensemble D(X) appelé le dilaté de X.

DX)=X®S={zr:5.NX #0}
La dilatation consiste a mettre a 1 la valeur du pixel si I’élément structurant centré sur
ce pixel touche le bord de l'objet.
Propriétés de la dilatation:

— Transformation extensive: X C D(X)
Transformation croissante: X C Y = D(X) C D(Y)

Transformation non homotopique car elle ne préserve pas le nombre de connexité

— La frontiere du dilaté est le lieu des centres géométriques de S, lorsque S, touche
X

— Pour un élément ayant la forme d’un disque, la dilatation déplace la frontiere de
I'objet vers I'extérieur, d’une distance égale au rayon du disque.

Remarque — Une érosion (dilatation) par un élément structurant de taille n est
équivalente a n érosions (dilatations) par un élément structurant de taille 1.

Les transformations érosion et dilatation sont duales pour la complémentation (X @& S =
X©6S). Construire le dilaté d’un objet revient & construire 1’érodé de son complémentaire,
le fond.

Dilatation et Erosion géodésique

Soit un ensemble Y C X. On appelle dilatation de Y par S selon les principes
géodésiques de X ou dilatation géodésique de Y par S selon X, notée Dx(Y), I'en-
semble des points x tels que, x appartenant a X, S centré en z, c’est a dire S, forme
une intersection non vide avec Y.

Dx(Y)={z e X,5.NY # 0}
De la méme maniere, on définit 1'érosion géodésique notée Ex(Y):
Ex(Y)={ze XS5, CY}

L’érosion et la dilatation géodésiques sont deux transformations duales pour la complé-

mentation par X.
Ex(Y) =X\ Dx(Y)
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Remarque — L’ensemble X reste invariant par les dilatations et érosions géodésiques:
Ex(X)=Dx(X)=X

A.1.5 Ouverture

L’ouverture, notée O(-), est une érosion suivie d’une dilatation:
OX)=(XesSaes

L’ouverture est une transformation ayant les proprietés suivantes:

Transformation anti-extensive: O(X) C X
— Transformation croissante: X C Y = O(X) C O(Y)
— Transformation idempotente: O(O(X)) = O(X)
— Transformation non homotopique.
Les spécificités de I'ouverture sont:
— Elimine les petites particules

— Supprime les aspérités (adoucit les contours)

Sépare les objets

— Reéalise un filtre morphologique.

A.1.6 Fermeture

La fermeture, notée F'(-), est une dilatation suivie d’une érosion:
FX)=(X®S)es

La fermeture est une transformation ayant les proprietés suivantes:
— Transformation extensive (X C F(X) )
— Transformation croissante (X C Y = F(X) C F(Y))
— Transformation idempotente (F(F (X)) = F(X))
— Transformation non homotopique.
Les spécificités de la fermeture sont:
— Elimine les échancrures
— Bouche les trous
— Regroupe les objets proches
— Réalise un filtre morphologique.

Remarque - Dilatation, érosion, ouverture et fermeture sont des opérations non ho-
motopiques car elles ne préservent pas la connexité.
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A.1.7 Transformations de voisinage

Une transformation de voisinage par la famille V' consiste a attribuer la valeur 1
(c’est a dire attribuer la propriété point objet) a chaque point de la trame ayant une
configuration appartenant a la famille de voisinage.

1 V,(X)eV
X ®Vy(X) =
0={5 vix gv
ou V,(X) est la configuration de voisinage de I'image binaire X centrée sur le point x.
Remarque - Une transformation de voisinage sera homotopique si la configuration
de voisinage utilisée est homotopique.

Configurations de voisinage

Une configuration de voisinage est le voisinage élémentaire d’un point, dans lequel
chaque emplacement prend la valeur 0 ou 1 (0 correspond a des points du fond, 1
correspond & des points objets).

1 11
L= % 1 x estune configuration de voisinage
000

Les configurations de voisinage peuvent étre regroupées en famille V. On note %k L la
famille de voisinage déduite de L par la rotation d’angle k7:

1 11 1 1 = 0
L= x 1 % IL=110 L=110
0 0 0 * 0 0 * 0
* 0 0 0
T3 w4 )
1 1 1
0 = 1 *
76 7
0 x 1 0 0 =

L’élément structurant L est homotopique, il conduit a des transformations homoto-
piques qui préservent le nombre de composantes connexes et le nombre de trous de
chaque composante connexe.

Remarque - Pour la trame hexagonale, 27 configurations de voisinage sont possibles.
Pour la trame carrée, 2° configurations de voisinage sont possibles.
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A.1.8 Amincissement

L’amincissement, notée (), consiste en la suppression de tout pixel de I'objet ayant une
configuration donnée, définie par la configuration de voisinage V' (élément structurant).

XOV=X\(X®V)

L’amincissement est une transformation anti-extensive: (X O V) C X.

Squelettisation

La notion de squelette peut étre illustrée par la propagation du feu de prairie: si X
est une prairie d’herbe séche, en tout point du contour de X on allume simultanément
un feu qui se propage de maniere isotrope dans X; lorsque deux fronts indépendants de
feu se rencontrent en un point, le feu s’éteint en ce point faute de combustible. Tous les
points d’extinction constituent le squelette de X . Le squelette de X représente I'ossature
de X.

L’amincissement itéré avec 1’élément structurant L (alphabet de Golay), dans toutes
les directions jusqu’a stabilisation (jusqu’a idempotence) conduit au squelette homoto-
pique de I'image.

1 1
Cas de la trame hexagonale: 0 = 3 et L = 1 *
0 0
Sq(X) = (XOL)w = (X O°L)O'L) O 0°L) O 6°L) O 6*L) O 0°L)wx
1 *
L’élément structurant M = 1 1 0 peut également étre utilisé.
1 *

Les squelettes homotopiques ont les caractéristiques suivantes:

— Les squelettes obtenus par amincissement homotopique ont une épaisseur d’'un
point image

— Chaque point du squelette possede en général deux voisins, sauf pour des points
particuliers (points multiples, points terminaux)

— Les éléments L et M sont des configurations de voisinages homotopiques, alors
cette transformation est homotopique (préserve la connéxité et le nombre de
connexité)

Propriétés de la squelettisation:

— La squelettisation est ni croissante ni décroissante
— La squelettisation est anti-extensive: Sq(X) C X
— La squelettisation est une transformation idempotente: Sq(Sq(X)) = Sq(X)

Le squelette est tres sensible au bruit (irrégularités de formes), c’est pourquoi il est
souvent suivi d'un ébarbulage.
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Ebarbulage

L’ébarbulage consiste a supprimer n pixels a chaque extrémité du squelette. Cette
opération s’effectue par un amincissement du squelette, itéré n fois dans toutes les
directions, avec I’élément structurant E.

Y = (5¢(X)OFEs)n

A.1.9 Epaississement

L’épaississement, notée ©®, consiste en I'ajout de pixels a 'objet ayant une configura-
tion donnée, définie par la configuration de voisinage V' (élément structurant).

XoV=XUKX®aV)

L’épaississement est une transformation extensive: (X ® V) D X.

Remarque — Amincissement et Epaississement sont deux transformations duales pour
la complémentation: X © V = (X O V°)°.

Les éléments structurants n’étant pas en général isotropes, si on veut effectuer une
transformation isotrope, on itere les amincissements ou les épaississements avec les 7
éléments déduits de la configuration choisie par rotation de § (cas de la maille carrée).

Squelette par zones d’influence

Soit X un ensemble constitué de particules individuelles X;. A chaque particule X,
on peut associer une zone d’influence Y; telle que tous les points y formant Y; soient
plus proches des X; que de n’importe quel autre X, j # i:

Y; =Uly : d(y,z;) < d(y,z;),j # 1]

Le squelette par zones d’influence de I'ensemble X, noté SK1Z(X), est par définition
le complémentaire de I'union de tous les Y; (zone d’influence):

SKI1Z(X) = [Li(Yi)]

Ce squelette par zone d’influence partitionne le plan en autant de parties qu’il y a de
particules dans X (= frontiere des zones d’influence).

Squelette par zone d’influence < Diagramme de Voronoi Généralisé
SKIZ(X) = ((XOL§)x@Ef)s)” = (X OLe)oacOF6) o

Si des particules X; sont restreintes a des points, I’élément M€ sera utilisé dans 1’épaississement
a la place de L°.
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A.1.10 Détection de points particuliers
Dans un squelette homotopique, chaque point possede en général deux voisins, sauf
pour des points particuliers:
— points isolés
— points extrémes du squelette
— points de branchement: points triples ou points quadruples

Ces points peuvent étre intéressants a localiser.

Points extrémes du squelette:

A cette famille de point correspond une configuration de voisinage (ou élément struc-
turant), définie dans 'alphabet de Golay, qui permet de détecter ces points au travers
d’une transformation en Tout ou Rien.

&5

I
* O %
¥ = o
* O %

aux rotations pres (trame carrée en 4—connexité).

Points de branchement du squelette:

Les points multiples d'un squelette pour la maille carrée sont soit des points triples,
soit des points quadruples. Si ’on veut détecter les points de branchement du squelette
sans distinction, on pourra utiliser la configuration de voisinage suivante:

* = %
¥ ==
* = %

aux rotations pres.

Points isolés:

Ce type de point peut étre détecté par la configuration de voisinage suivante:

~
Il
o oo
o~ o
o oo
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A.1.11 Alphabet de Golay

L’alphabet de Golay représente une nomenclature des éléments structurants utilisés

en morphologie mathématique.

Configuration de | Amincissement | Epaississement | Transformation
Voisinage en Tout ou Rien
1 1
L= x 1 * Squelette homo- | Squelette  par
0 0 topique zone d’influence
L¢ avec E°
1 *
M= 1 1 0 | Squelette homo- | Epaississement a
1 * topique (moins | partir de points
utilisé, nom- | isolés: M¢
breuses branches
parasitaires)
0 *
D=0 1 1 | Marqueur homo- | Enveloppe
0 * topique quasi-convexe
DC
1 *
C=1 0 * Enveloppe  for-
1 * tement convexe
hexagonale
* *
E=0 1 0 | Ebarbulage Squelette par | Points extrémes
0 0 zone d’influence | du squelette
E° avec L°
0 0
I=0 1 0 Détruit les | Remplit les | Points isolés
0 0 points isolés trous d'un pixel
[C
1 0
F=0 1 1 Points triples
1 0
1 1
H=1 1 1 | Contour Dilatation FEro-
1 1 sion
* *
R= x 1 0 Erosion linéaire | Dilatation

linéaire R¢
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A.2 Morphologie mathématique sur les images en

niveaux de gris
Une image en niveaux de gris est définie par une fonction f(z,y), ou f(z,y) représente
I’amplitude du signal au point (z,y).
f:Dy CN* = {0,1,... tras}
L’image inverse est définie comme suit:

f2y) = tmae — f(2,9)

A.2.1 Dilatation et Erosion

L’érosion d’une image en niveaux de gris f est définie par:

E(f)(x) = inf{f(u): f(u) € Sa}

<= Attribuer a chaque point  du domaine Dy la valeur inférieure que prend f(x) dans
le voisinage de x défini par I’élément structurant S,
La dilatation d'une image en niveaux de gris f est définie par:

D(f)(x) = sup{f(u) : f(u) € Sz}

<= Attribuer a chaque point = du domaine Dy la valeur supérieure que prend f(x)
dans le voisinage de z défini par ’élément structurant S,

A.2.2 Ouverture et Fermeture

L’ouvert d’une image en niveaux de gris f est définie par: O(f) = (f©S5)® S

O(f)(z) = supinf{f(z):y € Sy,z € Sy}
Le fermé d’une image en niveaux de gris f est définie par: FI(f) = (f® S)e S

F(f)(x) =inf sup{f(z):y € Sy,z € Sy}

A.2.3 Chapeau haut de forme

La transformation en chapeau haut de forme est une transformation qui s’appuie sur
le différence entre l'image initiale et son ouvert (sélection des sommets en fonction
de leur épaisseur) suivie d’un seuillage (conservation des sommets ayant une hauteur
suffisante).

T(f) = Az : [f(z) = O(f)(x)] = t}
Par variation de la taille de I’élément structurant et/ou de la valeur de seuillage t, la

transformation en chapeau haut de forme permet une sélection ciblée des objets. Cette
transformation est insensible aux faibles variations de niveaux de gris.
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A.2.4 Amincissement et Epaississement

Soit L la configuration de voisinage définie par la nomenclature de Golay. Chaque
configuration de voisinage L peut étre scindée en deux sous configurations L, et Ly,
la premiére contenant les points égaux a 1 (noirs) et la seconde les points égaux a 0
(blancs). Alors 'amincissement de I'image f est défini de la maniére suivante:

suplf(za)] st sup[f(rn)] < fx) <inflf ()]

f(x) sinon

(O L) - {

A.2.5 Gradient morphologique

Le gradient morphologique d’une image en niveaux de gris f est obtenu par la différence
entre le dilaté de f et I'érodé de f:

(fos5) - (fo5)

ps(f) = 5

Le gradient morphologique permet d’extraire les variations maximales de niveaux de
gris dans un voisinage prédéfini. Ce qui conduit a une détection des contours (zones de
contraste). Le gradient morphologique est un filtre passe-haut, il est trés sensible au
bruit.
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Background: In the MCF7 human breast cancer cell line,
several patterns of cytokeratin networks are observed,
depending on the intracellular localization. Our hypoth-
esis is that architectural variations of cytokeratin networks
depend on local tensions or forces appearing spontane-
ously in the cytoplasm. The aim of this work was to
discriminate between the different patterns and to quanti-
tate these variations.

Materials and Methods: Image analysis procedures were
developed to extract cytokeratin filament networks visual-
ized by immunofluorescence and confocal microscopy.
Two methods were used to segment sets of curvilinear
objects. The first, the “‘mesh-approach,” based on classical
methods of mathematical morphology, takes into account
global network topology. The second, the “filament-
approach” (novel), is meant to account for individual
element morphology. These methods and their combina-
tion allow the computation of several features at two levels
of geometry: global (network topology) and local (filament
morphology).

Results: Variations in cytokeratin networks are character-
ized by their connectivity, density, mesh structure, and
filament shape. The connectivity and the density of a
network describe its location in a local ““stressforce” zone
or in a “relaxed” zone. The mesh structure characterizes
the intracellular localization of the network. Moreover, the
filament shape reflects the intracellular localization and
the occurrence of a “stressforce’ zone.

Conclusions: These features permitted the quantitation
of differences within the network patterns and within the
specific filament shapes according to the intracellular localiza-
tion. Further experiments on cells submitted to external
forces will test the hypothesis that the architectural
variations of intermediate filaments reflect intracytoplasmic
tensions.  Cytometry35:203-213,1999.  ©1999 Wileyiss, Inc.

Key terms: cytoskeleton; cytokeratin; tensegrity; confo-
cal microscopy; image analysis; curvilinear structures;
network topology; filament morphology

Recent reports assume that not only chemical but also
mechanical influences from the cellular environment could
have profound effects on gene activity and act on cell
differentiation and proliferation (1-4). Both physical and
biochemical signal transductions have been used to ex-
plain the mechanical influences of the extracellular matrix
(5). Structural transductions involve an “extended tissue
matrix”” which includes extracellular matrix, nuclear ma-
trix, and cytoskeleton (6-9). Cytoplasmic cytoskeleton
would be an intermediate between extracellular and
nuclear matrix, and alterations of the nuclear matrix
influence finally the transcriptional activity of specific
genes (10,11). Physicochemical properties, coiled-oil
structure (reviewed by Stewart (12)), and viscoelastic
properties (13) of intermediate filaments suggest that they
may play a role in determining the stiffness of epithelial
cells (14,15). They may therefore be the best candidates,
among other components of the cytoskeleton, for a
possible structural and mechanical transduction of signals

from the environment (16). Assuming that mechanotrans-
duction is mediated by the cytoskeleton, physical changes
in the cellular environment would be reflected by struc-
tural variations of cytoskeleton architecture and, more
specifically, of intermediate filaments.

The MCF7 human breast cancer cell line was widely
investigated, especially for studying growth regulation.
These cells maintained estrogen receptors and expressed
cytokeratin but not vimentin as intermediate filaments
(17,18). In MCF7, local intracytoplasmic variations in
cytokeratin networks are observed (19), and different
network patterns appear in specific intracytoplasmic loca-
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*Correspondence to: Stéphanie Portet, Laboratoire AIPC, UP7, Institut
d’Hématologie, Hopital Saint Louis, 1 Avenue Claude Vellefaux, 75475
Paris Cedex 10, France.

E-mail: portet@chusstlouis. fr



204 PORTET ET AL.

tions. Our hypothesis is that these architectural changes
(network connectivity, density and mesh structure, and
filament shape) probably depend on local cytoplasmic
tensions or forces. In a further step, we will investigate
variations induced experimentally by physical changes of
the cellular environment (work in progress).

In previous work (20-22), image analysis procedures
were defined in order to describe variations of cytokeratin
networks in rat hepatocytes during fetal development.
These approaches were not designed to discriminate
between different patterns inside individual cells. In the
present work, we developed image analysis procedures
allowing the detection of subtle local variations in cytokera-
tin networks of MCF7, depending on the intracellular
localization. High-resolution confocal microscopy of immu-
nofluorescent visualization of cytokeratins and computer-
ized image analysis offer the opportunity of such a study.

The cytokeratin network can be regarded at two levels,
global (network topology: properties of the set of ele-
ments) and local (filament morphology: properties of the
elements). We developed two methods of segmentation
taking into account these two levels, respectively: 1) the
“mesh-approach,” based on mathematical morphology,
relying on the cytoskeletal network viewed as a connected
graph; and 2) the novel “filament approach,” relying on
the individual elements of the network. A combination of
the two methods provides a powerful tool for analyzing
cytokeratin networks. Variations in cytokeratin networks
can be characterized by 1) the degree of connectivity, 2)
the density of the network, 3) the mesh structure, and 4)
the filament shape. The aim of the present work was to
quantitate the local variations of cytokeratin architectures
and to discriminate between the different patterns ob-
served: three patterns, corresponding to three specific
intracytoplasmic localizations, were selected and com-
pared by means of a nonparametric Mann-Whitney test
with respect to topological and morphological features.

MATERIALS AND METHODS
Cell Cultures

The MCF7 cell line, derived from a human breast
carcinoma (23), was grown for 24 h at 37°C in a 5% CO,
atmosphere, in Dulbecco’s modified Fagle’s medium
(DMEM, Gibco), supplemented with 10% fetal calf serum
(Boeringer, Mannheim, Germany), containing 2 mM gluta-
mine (Gibco), 50 U/ml penicillin, and 50 pg/ml streptomy-
cin (Gibco).

Immunofluorescence Staining

Cell cultures were fixed for 10 min at 20°C in 4%
paraformaldehyde diluted in 0.1 M phosphate buffer.

The indirect immunolocalization procedure was used.
After 15 min washing in phosphate-buffered saline (PBS), a
30-min preincubation was carried out with 60 mg/ml
bovine serum albumin (Sigma, France) and 0.1% saponin
(Sigma) to avoid nonspecific labeling. Cells were incu-
bated overnight at 4°C in a mouse monoclonal antibody

anti-C8 (C5301, Sigma) diluted at 1/50 in PBS containing
0.1%saponin. After washing for 3 X 10 min in PBS, mouse
IgG were visualized by a 2-h incubation at 20°C in 1/50
lissamine rhodamine (LRSC) and conjugated donkey anti-
mouse IgG (715-085150, Jackson Laboratories).

After washing, cell cultures were mounted in Mowiol
(Calbiochem, France).

Confocal Microscopy and Image Acquisition

Fluorescent cytokeratin filaments were visualized by an
MRC600 (BioRad, UK) confocal scanning laser system,
mounted on a Nikon microscope equipped with a Plan
Apochromat immersion objective (X60) with a high numeri-
cal aperture (1.4).

The 514nm wavelength of the multiple-line argon ion
laser beam (25 mW) was used for LRSC excitation. Red
fluorescence was detected using a long-pass filter (OG 550).

Image acquisitions were carried out using discrete
photon counting (24) by the Comos software package
(BioRad), with a scan speed of 1 frame/s (768 X 512
pixels). Fast photon counting allows a sharp visualization
of weak labels even with the highest (x , y) sampling
density (11 pixels f1m). Each confocal image of 768 X 512
pixels and 256 gray levels was obtained by averaging 20
frames.

Fifty images (768 X 512 pixels) were collected where
several architectural patterns of cytokeratin network ap-
peared (Fig. 1b). From these, smaller images (100 X 100
pixels) were selected according to intracytoplasmic local-
ization: 1) in hemidesmosome (extracellular matrix-cell
contact) or desmosome (cell-cell contact) zones (Fig.
1b,c), 2) in leading margin zones of spreading cell, without
intercellular contact (Fig. 1a,d), and 3) in zones around the
nucleus (Fig. 1b, e).

Twenty images (100 X 100 pixels, 83 pm?), for each
location observed, were studied (Fig. 1c—e).

Image Analysis

In this preliminary work, with culture cells flattened and
the zones under investigation located in a specific plane
(near the nuclear envelope or areas of substratum-cell
contacts, Fig. 1a), image analysis procedures were carried
out on two-dimensional (2D) images. A new method for
extracting filament structures was developed. This method
is based on two geometry levels, the mesh level (network
topology: properties of the set of elements) and the
filament level (filament morphology: properties of the
elements). The mesh level represents a global approach
(“mesh-approach”), while the filament level deals with
features of mesh elements (““filament-approach”).

All programs were developed using the software pack-
age AMBA (IBSB, Berlin, Germany), running on a 300-Mhz
Pentium II.

The “Mesh-Approach"

The gray scale image I is considered as a topographic
surface, where the altitude of a pixel is given by its gray
value (25). The filament network is represented as the
network of crest lines. Supposing that the network is a
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FIG. 1. a: The cytokeratin (Cs) network in MCF7 is formed by crossdinked filaments. @ marks the leading margin zones of spreading cell, without contact.
B labels the zones around the nucleus. * spots the hemidesmosome (extracellular matrix-cell contact) or desmosome (cellcell contact) zones. Low
magnification (4 pixels/fim), scale bar is 10 pm. b: Two cells connect to each other in desmosome zones (inside the ellipse). The confocal section is achieved
in a plane located under the nucleus (inside the circle) and, therefore, the Cg network is observed. Arrows indicate the direction of the supposed local
intracytoplasmic stressforces in a selected area. High magnification (11 pixels/im), scale bar is 10 pm. c—e: Focusing on the three patterns of cytokeratin
observed in MCF7. c: Cytokeratin filaments in desmosome zone: “rectilinear”” pattern. d: Cytokeratin filaments in a spreading zone of cytoplasm:
“wavedike” pattern. e: Cytokeratin filaments around the nucleus: ““alveolar”” pattern. Resolution is 11 pixels/um; each image represents an area of 83um?.

connected graph, the aim of this approach is to extract its
topological features. The watershed method seems to be
appropriate, because it results in a pixel-width line preserv-
ing the summits of images (26). The watershed segmenta-
tion is prone to oversegmentation due to noise effects.
Thus, we performed a preprocessing step. It consists of a
closing (27,28) with a structuring element whose size
depends on the object width (Fig. 2a—c).

Following preprocessing, the watershed method for
gray scale images is applied, using an iterative homotopic
thinning operation until idempotence (29). This thinning
lowers the gray scale of pixels belonging to the side of
crests, but does not affect gray values of summits and
valleys. Finally, a gray scale image with the crest lines
(water partings) surrounding homogeneous regions (water-
sheds) is obtained (Fig. 2d-f).

Despite the preprocessing, the result is still overseg-
mented. Therefore, a region-merging algorithm has been
developed and applied in addition (see Appendix 1).

The result of the “mesh-approach” is a unit-width
mainly connected line (Fig. 2g-i).

Region-merging algorithm. The region-merging algo-
rithm compares two neighboring regions and unifies them
by erasing water partings. The gray scale altitudes of two
adjacent regions Al and A2 are compared. If the altitude
difference Al-A2 is lower than a threshold R, Al and A2
are compared with the mean altitude AL along the crest
line separating them. If min( AL-Al , Al-A2 ) is lower
than a threshold M, the crest line section is erased. The
sensitivity of the algorithm depends on the parameters R
and M defined by the user (see Appendix 1).

The “Filament-Approach"

In order to preserve the morphology of filaments, we
designed a novel twostep method, the “filament-ap-
proach.” The gray scale image is first filtered using a
nonlinear filter ¥ (see Appendix 2), which was designed
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FiG. 2. Steps of the “‘mesh-approach” for the three patterns. a,d,g: “rectilinear”” pattern. b,e,h: “wave-ike” pattern. c,f,i: “alveolar”” pattern. a—c: Gray
level morphological closing with a structuring element of size 5 X 5, since the filaments within the gray scale images have a mean width of 7 pixels (Fig.
lc—e). d-f: Results of watershed method for gray scale images: gray scale images with the crest lines (water parting) surrounding homogeneous regions
(watersheds). g-i: Results of “mesh-approach” after the region-merging algorithm step.

to detect local maxima thicker than one pixel. In the
second step, the line elements (curvilinear elements) are
reconstructed in a dynamic thresholding procedure com-
bined with mathematical morphology operations (see
Appendix 3). The results of the “filament-approach” are
represented in Figure 3d-f.

Nonlinear filter of the “filament-approach." A
simple thresholding is first used to suppress background
noise. The filter ¥ is composed of two steps, a selection
step and a decision step (see Appendix 2). The selection
step processes the gray values to characterize the topology
within a neighborhood. The pixels are assigned to either
line pixels or background pixels in the decision step. The
final image, obtained by application of ¥, is a gray scale
image of the crest lines neighborhood (Fig. 3a—c).

Reconstruction of the curvilinear elements
(filaments). The last step of the “filament-approach”
consists of a dynamic thresholding combined with

mathematical morphology transformations. This proce-
dure contains a variable decision domain, i.e., the decision
rules depend on the gray values. With this method, the
lower the threshold value, the smaller the decision
domain, i.e.. the darkest pixels are unfavored. The pixels
selected according to the criterion ¢ are marked for
further processing (see Appendix 3). A circular dilation
step allows the restoration of connectivity without
favoring a specific direction (30). To obtain a network
of digital lines, the last step is an anchored skeleton-
ization (20).

Combination of Methods

Since both methods preserve complementary network
properties (topology of network for the ““mesh-approach”
and morphology of individual element for the ““filament-
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FiG. 3. Steps of “filament-approach” for the three patterns. a, d: “rectilinear” pattern. b, e: “wavedike” pattern. c, f: “alveolar” pattern. a—c: Results of the
nonlinear filter of the “filament-approach.” d—f: Results of ““filament-approach” after the reconstruction of the curvilinear elements.

RO
(b

MR

FiG. 4. Results of the combination of methods for the three patterns. a: “rectilinear” pattern. b: “wavelike” pattern. c: “alveolar” pattern. The
combination of methods preserves both network topology and individual filament morphology.

approach”), the two methods were combined in order to
take advantage of the two properties.

Due to the difference in the segmentation process, a
simple union of the two images does not provide unit-
width lines. Therefore, the image resulting from an overlay
has to be further processed to obtain digital lines. This is
performed by a dilation followed by a binary skeletoniza-
tion (28):

S = (((5x U ) @ B)OD),

where S, is a “mesh-approach” segmented image, S is a
“filament-approach” segmented image, B is a structuring
element, and L is a Golay alphabet structuring element

(30). The result S of the combination is shown in Figure
4a—c.

Feature Extraction

The following features are defined to describe the
topology and morphology of the network:

number of connection points N,
total length of detected filaments L
number of regions surrounded by detected filaments N,
areas of regions surrounded by detected filaments A,

curvature C
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In order to obtain standard values for the feature
curvature (C), we interactively selected filaments which
were characteristic for the various patterns. From each
“filament-approach” segmented image, we extracted a
filament of characteristic shape. The extraction was ob-
tained by an interactive program. First, the starting point
of the filament was chosen. The program carried out the
tracking of the filament from the starting point to the first
branching point. From each branching point met, the user
must decide which branch to follow.

From these extracted filaments, the curvature distribu-
tions for the three specific shapes were obtained. The
computation of the curvature was achieved with the
classical geometrical method of construction of the osculat-
ing circle (31). The curvature sign depends on the location
of the osculating circle relative to the curve.

In addition to the primary features, we computed the
following features: connecting index (L.), mean length of
filaments enclosing a region (L), and mean elongation
factor (Ey) (30).

I.= Lf,
Nep
L
If_zxﬁrr
_dmax
"~ d min’

d max and d min are the Feret diameters in two directions
(30).

The seven features (N, I, Ly, N, A, Ly, and E) were
determined from the combination of methods. On the
other hand, the computation of the curvature (C) was
determined from the “filament-approach” results.

Statistical Analysis

With the aim of discriminating between two patterns
depending on the topological and morphological features,
we chose to use the Mann-Whitney test because this test
allows the test of equality of location of two feature
samples (32). The test of equality of location of two feature
samples is obtained by showing that one of two random
variables, representing the feature of a given pattern, is
stochastically larger than the other, representing the
feature of another pattern (33): a random variable Ais said
to be stochastically larger than a random variable B if Vz
P(B = z) = P(A = z). In others words, the realizations of
the random variable are larger than the realizations of the
random variable B in probability.

The level of significance for each comparison was 0.05.

The statistical analysis was performed using the Stat2005
software package (Unilog, Grenoble, France).

RESULTS
Architectural Changes of Cytokeratin Networks

Figure 1a represents a global view of the cytokeratin
(Gg) network in MCF7 cells: * spots the hemidesmosome

(extracellular matrix-cell contact) or desmosome (cellcell
contact) zones, M labels the zones around the nucleus, and
® marks the leading margin zones of spreading cell,
without contact. In Figure 1b, two cells connect to each
other in desmosome zones (inside the ellipse). At a higher
magnification (Fig. 1c—e), local architectural changes corre-
spond to at least three patterns of networks: “‘rectilinear,”
“wavelike,” and ““alveolar”” patterns. The “rectilinear”
pattern appears in desmosome zones and is composed of
unidirectionally-oriented objects, like straight lines (aniso-
tropic pattern) (Fig. 1c). It could be related to tension
created when adjacent cells connect to each other (Fig.
1a*, Fig. 1b inside the ellipse: arrows indicate the direction
of supposed forces). A “wavelike” pattern appears in
isolated cells and is formed by crossdinked objects compa-
rable to curvilinear structures (Fig. 1d). It seems to be
present in “relaxed”” zones of cytoplasm, when cells are
isolated and hemidesmosomes are probably not yet estab-
lished (Fig. 1a @). The “alveolar” pattern forms a basket-
like network around the nucleus and is composed of
adjacentlinked closed curves (isotropic pattern) (Fig. 1e).
The “alveolar” pattern seems to maintain nucleus position
and probably to protect it from compression (Fig. 1a H,
Fig. 1b inside the circle).

Network Extraction

The segmented images of cytokeratin represent net-
works of interconnected curvilinear or linear structures.
The three segmentation methods provide a skeleton, i.e., a
pixelwidth line representing the network (Figs. 2g-i,
3d-f, 4a—).

The cytokeratin networks have two levels of organiza-
tion: 1) the higher level, corresponding to the network
topology (the “mesh-approach” correctly models the
topology); and 2) the lower level, corresponding to the
morphology of the individual filaments. The “filament-
approach” allows an efficient modeling of the individual
filaments. A characteristic shape filament can be extracted
from each pattern. It resembles a straight line in the
“rectilinear’” pattern (Fig. 1c), a curve in the ““wavelike”
pattern (Fig. 1d), and a circle in the “alveolar” pattern
(Fig. 1e).

Feature Analysis

The results of statistical analysis are summarized in
Table 1.

Topological Features

Both the number of connection points (N,) and the
connecting index (L) characterize the connectivity of a
network. The total length of detected filaments (Ly) and
the number of regions surrounded by detected filaments
(N,) describe the network density. The mesh structure is
represented by three features: areas of regions surrounded
by detected filaments (A;), mean length of filaments
enclosing a region (L), and mean elongation factor (Ey).
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Table 1
Number of Connection Points (N,), Connecting Index (1), Total Length of Detected Filament (L), Number of Regions (N,),
Areas of Regions (A,), Mean Length of Filaments Enclosing a Region (L,),and Mean Elongation Factor (Ey)
in the Combination of Methods Depending on the Three Patterns*

(R) Rectilinear pattern (W) Wavedike pattern (A) Alveolar pattern Mann-Whitney test
(n = 20) (n = 20) (n = 20) P (significant test
(Mean * SD) (Mean = SD) (Mean *+ SD) if P < .05)
(N,,) 99.9 + 37.4 741 +19.2 111.9 = 20.7 (RW) 026 S
(R-A) .35 NS
(W-4) <.0001 S
(L) 10.5 3.3 125 1.9 10.1 1.3 (RW) .014 S
(R-A) .507 NS
(W-4) .00015 S
(L) 1,027.1 = 235.4 895.7 + 134.7 1,110.2 = 87.2 (RW) 025 S
(R-A) .33 NS
(W-4) <.0001 S
(N 25.6 7.7 215 +6.7 30.7 = 3.6 (RW) .076 NS
(R-A) .053 NS
(W-A) <.0001 S
(A) 310.3 = 467.9 392.4 = 503.1 254.7 = 154.5 (RW) .0005 S
(R-A) 24 NS
(W-4) .006 S
(L) 415+59 445 +10.9 36.5 +4.2 (RW) 685 NS
(R-A) .0028 S
(W-4A) .0026 S
(Ey) 1.6 = 0.8 1.5 0.9 155+ 1.1 (RW) .333 NS
(R-A) .0009 S
(W-4) .038 S
© —0.0001 = 0.02 —0.002 = 0.04 0.06 = 0.03 (RW) .0076 S
(R-A) <.0001 S
(W-A) <.0001 S

*Curvature (C) in the ““filament-approach” depends on the three patterns. S, significant test; NS, non-significant test.

Network Connectivity

Number of connection points (N;;). When combin-
ing the two methods, the Mann-Whitney test showed that
both “rectilinear” and “alveolar” pattern distributions
were stochastically larger (see Statistical Analysis) than the
“wavedike” pattern distribution (Table 1). On the other
hand, no significant difference was found between ““alveo-
lar” and “rectilinear’” patterns.

The “wavelike” pattern seems to be less connected
than the other patterns. The connectivity of the “alveolar””
pattern is not unlike that of the “rectilinear” pattern.

Connecting index (I). The connecting index is
computed by using the combination of the two methods.
The larger the connecting index, the looser the connec-
tions of the network (Table 1). The “wavelike” pattern
distribution is stochastically larger than both the “rectilin-
ear”” and ““alveolar” pattern distributions: in the ““wave-
like”” pattern, the network is less connected. The connect-
ing index behaves in the same way in the “alveolar’” and
“rectilinear” patterns.

The two features of the network connectivity behave in
the same way. Both patterns (“rectilinear” and ““alveolar”’)
apparently display the same behavior. “Wave-like” pat-
terns are less connected than the two others.

Network Density

Total length of detected filaments (L. The total
length of detected filaments (Table 1) shows significant

differences between the “rectilinear” and the ““wave-like”
patterns, and between the ““alveolar”” and the ““wavelike”
patterns. The “rectilinear”” and ““alveolar” pattern distribu-
tions are stochastically larger than the “wavedike” pattern
distribution. The network configuration of the ““wave-
like”” pattern seems less dense than the “rectilinear’” or
“alveolar” patterns.

On the other hand, this feature cannot discriminate
between the “rectilinear”” and ““alveolar” patterns. The
Mann-Whitney test found no significant difference be-
tween these two patterns.

Number of regions (N;). The number of regions is
another indicator of the network density: the greater the
number of regions, the denser the network (Table 1). No
significant differences were found between the “rectilin-
ear” and the ““wave-ike” pattern distributions. The ““alveo-
lar” pattern distribution was stochastically larger than the
“wavedike” pattern distribution. Indeed, the “alveolar”
pattern seemed to have a greater number of regions than
the other patterns, although the difference was not signifi-
cant (P = 0.053 for the Mann-Whitney test) between the
"“alveolar” pattern and the “rectilinear” pattern.

Mesh Structure

Areas of regions (A,;). The “wave-like” pattern distri-
bution was stochastically larger than both the “‘rectilinear”
and “alveolar” pattern distributions: the areas of regions in
the “wavelike” patterns were the largest (Table 1). The
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areas of region distributions did not show any significant
difference between “‘rectilinear’”” and ““alveolar’” patterns.

Mean length of filaments enclosing a region (L;).
The mean length of filaments enclosing a region (L) can be
linked to the perimeter of the mesh (Table 1). Both the
“rectilinear’”” and “wavedike” pattern distributions were
stochastically larger than the ““alveolar”” one: the perimeter
in the “alveolar” pattern was smaller than in the other
patterns. No significant differences were found between
the “wavelike” and the “rectilinear” pattern distribu-
tions.

Mean elongation factor (E). The mean elongation
factor is an indicator of mesh form (Table 1). Both the
“rectilinear’”” and “wavedike” pattern distributions were
stochastically larger than the “alveolar’”” one. The regions
of ““alveolar pattern” were less elongated than in the other
patterns. The difference between the “rectilinear” and the
“wave-ike” pattern distributions was not significant. In
both the “rectilinear” and the “wave-ike” pattern, the
mesh had analogue forms.

As for the mean length of filaments enclosing a region,
the mean elongation factor showed that the distributions,
coming from zones not located around the nucleus, were
not significantly different.

Morphological Features

Curvature. The curvature distributions allow the deter-
mination of the characteristic shapes of filaments: a
straight line in the “rectilinear’”” pattern, a curve in the
“wavedike” pattern, and a circle in the ““alveolar’” pattern.
For the “rectilinear” pattern, the curvature distribution
(Fig. 5a) shows a characteristic shape which can be
assimilated to the straight line. For the “wavedike” pat-
tern, the distribution (Fig. 5b) is symmetrical to the y-axis.
This distribution aspect is characteristic of a sinusoidal
filament curve. The sum of the curvature values along a
characteristic shape filament in the “alveolar” pattern is
equal to 2 (i.e., the filament is a simply-connected closed
curve), and the probability of finding a negative value is
lower than 2% (Fig. 5¢); the characteristic filament shape
of the “alveolar” pattern can thus be approximated by a
circle.

The Mann-Whitney test showed that the curvature
distribution of the specific shape filaments in the ““alveo-
lar” pattern was stochastically larger than both the “recti-
linear” and “wavedike” pattern distributions (Table 1).
Moreover, the curvature distribution in the “wave-ike”
pattern was stochastically larger than the one in the
“rectilinear” pattern.

Curvature, therefore, discriminates between the spe-
cific shapes depending on the patterns and, in addition to
their distributions (Fig. 5), allows confirmation of the
hypothesis on specific shapes: a straight line in the
“rectilinear’” pattern, a curve in the “wavedlike” pattern,
and a circle in the ““alveolar”” pattern.

DISCUSSION

This work has been focused on the quantitative analysis
of cytokeratin networks whereas previous studies, dealing
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FiG. 5. Frequency distributions of the curvature values of characteristic
shapes. a: “Rectilinear”” pattern. b: “Wavelike” pattern. c: “Alveolar”
pattern. The aspect of the curvature distributions allows the determina-
tion of characteristic shapes. a: A characteristic shape which can be
likened to the straight line for the “rectilinear’” pattern. b: Characteristic
of a sinusoidal filament curve for the “wavedlike” pattern. c: The
probability of finding a negative value is lower than 2% moreover, the sum
of the curvature values along a characteristic shape filament in the
“alveolar” pattern is equal to 2 (characteristic shape is a simply-
connected closed curve); the characteristic filament shape of the “alveo-
lar” pattern can thus be approximated by a circle.

with both modeling and analysis of the dynamics of
cytoskeletal networks, were concerned with microfila-
ments (34-37) or microtubules (38) at the molecular or
macromolecular level.

In this paper, two methods were described to tackle the
problem of analyzing networks of curvilinear objects in
gray scale images. The two methods derive from different
perspectives, topological and morphological. These differ-
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ent perspectives allow modeling of the network at low
(local) and high (global) levels of organization. Both levels
are interesting because they provide complementary infor-
mation concerning the variation of the network topology
and of the filament morphology. Since all features must not
be considered on the same level, the feature extraction is
made from a particular approach. The computation of the
curvature is achieved from the “filament-approach” re-
sults, as it requires a good approximation of the filament
shape. The seven features (N, I, L, N;, A, L, and Ey) are
determined from the combination of methods, as these
features require a good estimation of both topology and
morphology of the cytokeratin network.

Moreover, we observe that the ““mesh-approach” is
more efficient in isotropic zones, which are densely
connected (e.g., “alveolar” pattern), than in anisotropic
zones. The “mesh-approach” correctly models the topol-
ogy of cytokeratin networks, but the morphology of
individual filament is lost. On the other hand, the “filament-
approach” is more efficient in anisotropic zones with a
weaker connectivity (e.g., “rectilinear” and ““wavedike”
patterns). Therefore, the combination of methods pre-
sented here can be considered as providing an evaluation
of the results of the two individual approaches. Image
analysis therefore appears a powerful tool to estimate
cytoskeleton architecture. Cytoskeleton segmentation
could be further improved using other image analysis
steps, such as differential geometry-based algorithms (39),
allowing the extraction of the filament width. Our meth-
ods could be used to segment other types of filaments of
cytoskeleton (microfilaments, microtubules, and vimen-
tin) or other types of curvilinear structure networks (e.g.,
vessels from angiography) by adapting the parameter
values, depending on the size of objects and on the mean
gray scale of images.

In this work, we used confocal microscopy, rather than
wide-field fluorescence microscopy, in order to increase
lateral resolution for high-magnification images. On the
other hand, MCF7 cultured on plastic dishes are very flat,
and the sectioning capabilities of confocal microscopy
were here used to analyze specific cytokeratin architec-
ture found at specific levels, e.g., near the nuclear enve-
lope and the substratum-cell contacts. Further generaliza-
tions of developed procedures to three-dimensional (3D)
models of cytoskeletons will use the full capabilities of
confocal microscopy sectioning.

In the MCF7 cell line, we observed several patterns of
cytokeratin networks between isolated or confluent cells.
Our hypothesis is that variations observed in the network
architectures could reflect the existence of local intracyto-
plasmic tensions or forces, in agreement with the tenseg-
rity paradigm of Ingber (40) or the percolation model of
Forgacs (41). By means of confocal microscopy combined
with image analysis, significant features, quantitating the
architectural variations, are extracted and associated with
the supposed intracytoplasmic forces: the “rectilinear”
pattern appearing in the desmosome or hemidesmosome
zone (“‘stressforce” zone), the “alveolar” pattern around
the nucleus maintaining nucleus position and probably

protecting it from compression (“stressforce” zone), and
the “wave-ike”” pattern appearing in isolated or spreading
cells in leading margin zones (““relaxed’” zone for cytokera-
tin filaments).

For many topological features (Nep, I, Ly, N;, and A),
differences between the “rectilinear”” and ““alveolar’” pat-
terns are not significant. But some of them (N, I, L, N,
and A,) show significant differences between the “wave-
like” pattern and both the “rectilinear” and “alveolar”
patterns. The patterns appearing in supposed “stress-
force” zones (“rectilinear” and ““alveolar”’) show topologi-
cal similarities for network density and connectivity. The
cytokeratin network becomes increasingly denser and
more connected in “‘stressforce” zones. Thus the connec-
tivity and the density of the network might be modified by
the occurrence of a “stressforce”” zone. The mesh struc-
ture of the network also differs depending on the intracel-
lular localization. The network pattern occurring around
the nucleus (“alveolar” pattern) has a mesh structure
different from the other patterns (“rectilinear” and “wave-
like”). The regions are more elongated and larger in
“rectilinear’”” and “wave-dike” than in “alveolar’”” patterns.
The mesh structures of the “rectilinear’” and the “wave-
like” patterns are close to each other: the differences
between the two patterns are not significant for either the
mean elongation factor or the number of points per
region.

At a lower level (morphology of elements), different
characteristic filament shapes are observed: a straight line
in the “rectilinear” pattern, a curve in the “waveike”
pattern, and a circle in the ““alveolar’” pattern. Curvature is
a highly discriminative feature. In specific ““force-stress”
zones (desmosome or hemidesmosome), the filaments
take a fixed orientation (anisotropic) and are nearly
“rectilinear.” Around the nucleus (“alveolar”” pattern), the
filaments have an isotropic configuration. In the cyto-
plasm, at a distance from the nucleus (“rectilinear”” and
“wave-like” patterns), the characteristic shape is never a
closed curve. Therefore, the connectivity and the density
of a network describe its location in a “’stressforce” zone
or in a “relaxed” zone. The mesh structure characterizes
the intracellular localization of the network: around the
nucleus or distant from the nucleus. Moreover, the fila-
ment shape reflects the intracellular localization and the
occurrence of a “’stressforce” zone.

In conclusion, architectural variations of cytokeratin
networks seem to be related to local tensions or forces
appearing spontaneously in the cytoplasm of MCF7 cells in
culture. However, further experiments and cytoskeleton
analysis of cells submitted to external forces (work in
progress) will be necessary to prove the hypothesis that
the architectural variations of intermediate filaments re-
flect intracytoplasmic tensions.
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APPENDIX 1
Region-Merging Algorithm

We have designed a region-merging algorithm which
erases water parting sections; it makes use of branching
point detection and crest line tracking (water parting
tracking). The algorithm is presented in pseudocode:

For each branching point (point of crest line, having more
than two neighbors belonging to crest line)
{
For each crest line section (part of crest line from the
current branching point to the first met branching point)
{
Computation of the mean gray level on the crest line
section: AL Extraction of the two adjacent region
altitudes: Al and A2
If|A1-A2| < RThen

If min (| AL-Al |, | AL-A2[) < M Then
[

Frase the crest line section

}

Ris the criterion of region to region proximity, and Mis
the criterion of region to frontier proximity; R and M are
empirical parameters. In our images, R and M are equal to
15 (Fig. 2g—i).

APPENDIX 2
Nonlinear Filter of the "Filament-Approach"

In the selection step, for each pixel, in a neighborhood
centered around itself, the number of neighbors Ny
whose gray value is lower or equal than the current pixel
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value and S, the number of neighbors whose gray value is
equal to the current pixel value are computed.

Let I(x,y) = 2z, where z,, is the gray level at position
(y),

Vix,y)
ny = g Z Nx+ky+1/ with I\IXJrkerl

Zy+xy+1

,kef-n,..

1 z,=
.,n, 1€{-n,...,n,

0 ny < Zx+ky+l

= E E Sx+ky+1/ with Sx+ky+1
k 1

0 ny # Zx+ky+1 '

Zytky+1

k€l{-n,...,n, 1€{-n,...,n}

The neighborhood size ((2n + 1)?) depends on the
width of the objects in the images: the curvilinear element
must fit in the selection mask. Therefore, if the curvilinear
objects have a mean width of 7 pixels (Fig. 1c-e), a
window of size 9 X 9 pixels will be used.

In the decision step, we decide if the pixel is a local
element of a ridge, with the help of decision criterion 3,
and if the pixel belongs to a blurred zone with decision
criterion 6. If a pixel is considered as a ridge element and
does not belong to a blurred zone, it is preserved taking
into account its neighborhood, i.e., a smoothing, with
smaller mask size ((2m + 1)2, m < n), is applied in order to
reduce noise before writing this pixel in the new image IN.

If (N, > 8 and S, <8) thenz =7y (x,y)isalocal

optimum (smoothing)
else ZXNy =0 (x, y) isnot
preserved (thresholding)
with
Zy (2m + 1)2 E E ZX+1y+J 7

iE{—m,...,m},

N% must be equal to the mean width of the objects in
such a way that 8 roughly represents the object area
included in the selection mask. In Figure 3a—c, 3 is equal to
49.

Therefore, 6 is the detector of blurred zones (cytoplas-
mic gel zones or zones not belonging to the focal plane);
\/— 0 must be larger than the object width in order to avoid
deleting too many object-points. In Figure 3a—c, 0 is equal
to 60. The smoothing neighborhood size (2m + 1)2)
depends on the mean width of the objects in the images:
the neighborhood must be included in the curvilinear
element. Therefore, if the curvilinear objects have a mean

width of 7 pixels (Fig. 1c—e), a window of size 3 X 3 pixels
will be used.

The filter ¥ detects ridges (crest line neighborhoods). It
is a selective smoothing adaptive filter which operates a
smoothing on zones satisfying a criterion (selective smooth-
ing) and uses two different mask sizes (adaptive). It imple-
ments variable size masks depending on step ((2n + 1) for
the selection and (2m + 1)? for the smoothing) and it
includes a decision stage.

APPENDIX 3
Reconstruction of the Curvilinear Elements
in the “Filament-Approach"

For each threshold value

{
Inf = (1 — 1) X Threshold
Sup = (1 + 7) X Threshold
For each z,, € [Threshold, Sup]

{
= g 21 Cx+ky+1

1z 4y+1 € [Inf, Threshold]

Coryr1 =g Zy+kys1 & [Inf, Threshold]

If Gy > ¢ then z, is marked (determination of

maxima of image zones corresponding to the interval
[Threshold, Sup])

|

Dilation of the marked zones by a circle (in order to
connect two one-pixel-distant maxima)

Binary skeletonization (to obtain a unit-size width line)
}

The basis of the decision domain is a neighborhood
whose size depends on the mean width of the objects: the
neighborhood must be included in the object. In Figure
3a—c, the preprocessed objects have a mean width of 5
pixels, so the neighborhood size is 3 X 3. 7 allows the
variability of the depth of decision domain [Inf, Threshold].
The 7 value depends on the mean gray level of the images.
The lower the mean gray level, the higher the 7 value.

Mean gray levels T
115 0.2 Figure 1c
65 0.3 Figure 1le
45 0.35 Figure 1d

The selected pixels, according to the criterion ¢ , are
marked; ¢ is an empirical parameter, equal to 5 in Figure
3d-f. The circular dilation step allows the restoration of
connectivity without favoring a specific direction. The
structuring element must be included in the preprocessed
object; thus, the structuring element size is 3 X 3. The
binary skeletonization is applied on the dilated marked
zones by taking the successive skeletons (Fig. 3d-f).
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ABSTRACT example, MT and MF are thought to be involved in mRNA
localization before translation (3). The position of the nucleus
Because cells are sensitive to mechanical forces, weightlessnasside the cell depends on the IF network (4). The
might act on stress-dependent cell changes. We hypothesizedcleoskeleton or nuclear matrix, including IF lamins and other
that the integration of environmental factors might inducescaffold proteins, participates in the regulation of gene activity
specific cytoskeletal architecture patterns, characterized Wp-9). Conversely, the integrity and the three-dimensional (3D)
guantitative image analysislumanbreast cancer cells MCF-7, organizations of cytoskeleton and nucleoskeleton filaments
flown in space in a photon capsule, were fixed after 1.5, 22, ardepend on gene activity.
48 h in orbit. Cells subjected to weightlessness were compared
with 1g in-flight and ground controls. Postflight, fluorescent The organization of the nucleo- and cytoskeletons is regulated by
labelings were performed to visualize cell proliferation (Ki-67),soluble extracellular signals, as well as -e=ll and cel
signal transduction (phosphotyrosine), three cytoskeletoaxtracellular matrix (ECM) interactions via the initiation of
components (microtubules, microfilaments, and intermediatbiochemical and/or mechanical signaling (1, 10). Tensegrity
filaments), and chromatin structure. Confocal microscopy andrchitecture (11, 12) has frequently been used as a conceptual
image analysis were used to quantify cycling cells and mitosiparadigm for cytoskeleton mechanics and mechanotransduction.
modifications of the cytokeratin network, and chromatinCoiled-coil structure and viscoelastic properties of IF (13),
structure. In weightlessness, phosphotyrosine signal transductieapecially of cytokeratins (14), suggest that IF may be the best
was lower, more cells were cycling, and mitosis was prolongegandidates, among other components of the cytoskeleton, to
Finally, cell proliferation was reduced as a consequence of ensure structural and mechanical transduction of signals from the
cell-cycle blockade. Microtubules were altered in many cellsenvironment (15, 16). We postulate that the integration of both
The perinuclear cytokeratin network was more looseigver, biochemical and mechanical signals might induce specific
and chromatin structure was modified. The prolongaion o€ytokeratirarchitecture patterns. These patterns can be
mitosis can be explained by an alteration of microtubule selfesharacterized by quantitative image-analysis features that have
organization in weightlessness, involving reaction-diffusionpreviously been described by our group-1S%).
processes. The loosening of the perinuclear cytokeratin network
and modification of chromatin distribution are in agreement withirhis study aims to investigate the role of gravity in signal

basic predictions of cellular tensegrity. transduction across the cytoskeleton to the nucleus. According to
our hypothesis, gravity was considered as an external force and,
Key words: microgravitye image analysis depending whether it was appliedg(firound controls or d

centrifuge in-flight controls) or not (weightlessness, abbreviated
solid body of literature now shows that the cellby pg), the spatial organization of the cytoskeleton would be
genotype is not the only determinant of normal andnodified and, consequently, so would the cell physiology. Thus,
pathological cell behavior. For instance, tumor cellsa spaceflight experiment offers the best opportunity to address
bearing numerous genomic abnormalities can be induced tbe existence of a relationship between the architecture of the
behave in a phenotypically normal manner in response teytoskeleton components (MT, MF, and IF), signal transduction
modification of their microenvironment (1, 2). Therefore, for aand cell proliferation.
cell to function normally, not only does the genotype need to be
intact to some extent, with correct replication and transcriptiorRResults from previous experiments suggested that weightlessness
but each cell component must also be in the right place at tfifluences cellular functions such as proliferation-aB, signal
right time. The location of cellular components at any timgransduction (2224) and gene expression {2%). From those
depends on the integrity and spatial organization of theesults it could also be inferred that the observed changes
cytoplasmic cytoskeleton (microtubules, MT; microfilaments,depended on the cell type studied and the signal-transduction
MF; and intermediate filaments, IF) and the nucleoskeleton. F@ascade involved: Free-floating T lymphocytes had a lower



mitogenic response, whereas cells attached to a substraell culture and fixation
proliferate more (reviewed in ref 19). Moreover, the cytoskeleton
was affected by weightlessness. Osteoblasts, lymphocyteBhe MCF7 cell line, derived from a human breast carcinoma
promyelocytes, and neurons cultured in weightlessness shd®4), was cultured at 3 in Dulbecco's modified Eagle's
cytoskeleton reorganization (bundles and condensed filamentshedium (DMEM, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
especially for MF and MT (281). In vitro experiments showed France), supplemented with 10% fetal calf serum (Sigma),
that the macroscopic self-organization of MT into stationarycontaining 2 mM glutamine (Sigma), 50 U/ml penicillin, 50
macroscopic patterns was gravity-dependent and that the patteprgyml streptomycin (Sigma), and 15 mM HEPES buffer (Sigma).
corresponded to different MT orientations (32, 33). On the basis
of those observations, several different pathways could bBwenty-two hours before launching, cells suspended in 2.2 ml of
involved to explain how gravity, or weightlessness, might affecsupplemented medium were deposited into duplicate bags
cytoskeletal organization and cell proliferation. containing a Thermanox coverslip. Bags were sealed, and cells
were allowed to adhere and spread for 6 h before the cassettes
The first hypothesis was that gravity would interact directly orwere installed in IBIS in the photon capsule at the top of the
reaction-diffusion processes, as demonstrated by Tabony and ¢adnch vehicle, 16 h before launchirfgd. 1). Cells were fixed
workers for MT (32, 33): in weightlessness, MT did not self<in 1.5% paraformaldehyde and 0.1% glutaraldehyde (final
organize normally into stationary macroscopic patterngoncentration) by the automatic breaking of a fixative-containing
corresponding to different MT orientations. Thus, the orientatiommpoule 1.5 ¢), 22 (t), or 48 h () after launching. Timeytjust
of elongating MT could be modified in MCF-7 cells subjected tabefore the @ in-flight centrifuge started, was selected to study
weightlessness. This effect could affect, for example, théhe effects of launching stress; for example, vibrations and
assembly of the mitotic spindle. Finally, cell proliferation wouldacceleration.
be altered as a result of MT changes alone.
The 1g and g samples were compared at timgsand .
The second hypothesis was that weightlessness would affect cBikcause both samples had been subjected to the effects of
morphology and cell spreading in a more general way, andunching stress, the differences observed between theandt t
thereby modify several signaling pathways: signal transductioty can be attributed to the 22)(br 48 h (1) of weightlessness.
leading to cell proliferation; cytoskeleton architecture andAt the same times, cell were plated and fixed under the same
tensegrity; nucleoskeleton and chromatin distributions; and gem@nditions under the laboratory (ground controls).
expression. Ground control and in-flight samples at timgstt (t;1g and
tiug), and % (1g and 4ug) were compared after
These two hypotheses are not mutually exclusive. In oummunolabeling of different proteins, except for Ki-67, because
experiment, we combined immunofluorescence, confocabf its antigen-retrieval particularities. In this case, ondygnd
microscopy, and image analysis to study cell proliferationlg in-flight controls were compared.
phosphotyrosine (PTyr) signal transduction, cytoskeletorntibodies and fluorophores
architecture, and chromatin structure of breast cancer cell line
(MCF-7) subjected to 48 h of weightlessness compared witMouse monoclonal antibodies directed against Ki-67 (MIB-1), a
gravity (1g in-flight centrifuge and ground controls). To the bestnuclear protein associated with cycling-cells, and cytokeratin
of our knowledge, very few studies have been conducted qpan-cytokeratin, clone KL1) were purchased from Immunotech
cellular architecture under weightlessness by using quantitati(®larseilles, France). Mouse monoclonal antibodies directed

image analysis. against a-tubulin  were  bought from  Amersham
(Buckinghamshire, England) and rabbit polyclonal antibodies

MATERIALS AND METHODS against PTyr were from Transduction laboratories (Lexington,
Ky.). FITC-conjugated anti-mouse IgG and FITC-coupled anti-

Hardware rabbit 1gG antibodies were purchased from Sigma. Lissamine

rhodamine (LRSC)-labeled anti-mouse IgG antibodies were from
We performed the experiment in the IBIS instrumentjackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, Pa.). All
(Instrument de Biologie Spatiale) developed by the CNES$he antibodies were diluted at 1/50.
(French Centre National d'Etudes Spatiales) and manufactured
by COMAT (Toulouse, France). IBIS was designed to functiormrexas red (TR) phalloidin (Molecular Probes, Eugene, Ore.),
in fully automatic mode in recoverable space capsules like thghich binds to filamentous actin, was used ax 807 U/ul.
photon module (TsSKB-Progress, Samara, Russia). IBI&hromomycin A (CAs, Sigma), a stochiometric fluorescent
contains two sets of cassettes: One was kept in weightlessnegibiotic, specific of G-C rich regions of DNA, was diluted in

(10° residual gravity, g), whereas the other was in @ 1 phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4, containing MdC00
centrifuge (3 in-flight control). However, to save energy, the yM CA;, 150 mM MgCh).

centrifuge was started only when the photon capsule was in
orbit, 1.5 h after the launching. Each cassette contained fopipstflight treatments
biocompatible polyethylene bags (2.2 ml). In each bag was

inserted a 2x 3 cm Thermanox plastic coverslip (Nunc, After fixation, cells were stored at 22 until the photon capsule
Naperville, 1ll.) and an ampoule of concentrated fixative mixtureeturned to Earth (15 days after launching). After recovery, all
(0.8 ml). IBIS also maintained the temperature C3during fixed cells were washed in PBS for 2 h at room temperature.
the experiment and at 22after sample fixation.



Before Ki-67 could be immunolabeled, coverslips wereFrom these images, 369 smaller images (2000 pixels, 83
subjected to microwave treatment in 10 mM citrate buffer (opH 6un?) were selected in the perinuclear cytokeratin network:
for 3 x 1 min at 750 W. The coverslips recovered from theground control (60 images), 62 images),,ig in-flight control
photon capsule were treated simultaneously. However, becau®et images),it1g (59 images),1g in-flight control (75 images),
microwave treatment is not strictly reproducible, ground controland tug (49 images).
were not treated with the in-flight samples. Ki-67 labeling was
not compared in these two series. A new method using image analysis was developed to
characterize the filament structure (15). It is based on two
Other proteins were immunolocalized after 1% Triton X-100geometric levels: The mesh level gives network topology,
treatment for 30 min. Indirect immunofluorescence labelinggorresponding to the properties of the set of elements, and the
were performed as follows: 30 min in bovine serum albumin (@ilament level reflects filament morphology, corresponding to the
mg/ml) blocking step; incubations with the specific antibodiegproperties of the individual elements. Several features were
overnight at 4C in a humid chamber; incubation with defined to describe the networks. To study the perinuclear
fluorescent FITC or LRSC antibodies at room temperature for 8ytokeratin network, we selected a focal plane between the
h; and incubation with TR-phalloidin, or GAat room nucleus and the coverslip and we measured areas of regions
temperature for 2 h. Thermanox coverslips were then mounted surrounded by the segmented filaments (area of meshes).
Mowiol (Calbiochem, Meudon, France).
All image-analysis programs were developed by using the
Confocal microscopy and image acquisition software package AMBA, (IBSB, Berlin, Germany) run on a
650-MHz Pentium Il processor.
Fluorescent labelings were visualized by an MRC-600 (BioRad,
Hertfordshire, U.K.) confocal scanning laser system, mounted dghromatin structure
a Nikon microscope equipped with a Plan Apochromat
immersion objective (x 60) with a high numerical apertureCentral sections through the nucleus were collected with a
(NA=1.4). The excitation wavelengths (Exc.) of the multiple-linespatial resolution of 21 pixels/um. Quantitative analysis of DNA
argon ion laser beam (25 mW) and the values of the emissiahstribution patterns was performed by using automated image-
filters (Em.) were, respectively, for LRSC, 514 nm (Exc.) and @nalysis methods previously described (36). After segmentation
long pass filter (Em.) (OG 550); for GA458 nm (Exc.) and the of the nucleus and exclusion of nucleolar regions, regions with a
long pass filter (Em.) (OG 550); for FITC and TR doublehomogeneous DNA distribution were detected by using an edge-
labeling, 488 + 514 nm (Exc.) and a band pass filter (Em.) (540riented segmentation method. The feature set describing
DF 30); and for FITC and a long pass filter (Em.) (600 LP) forarrangement of these regions (texture) consisted of the total sizes
TR. of regions with low and high DNA densities, compactness of the
regions and the ratio of low/high DNA density regions. For each
Images were acquired by using the discrete photon counting (38joup, 1%34 nuclei were analyzed.
of the Comos software package (BioRad, Hercules, Calif.), with
a scan speed of 1 frame/s. Fast photon counting allows a sh&atistical analyses
visualization of weak labeling, even with the highest \{

sampling density (11 pixe|sh). We used StatView software to do statistical analyses. As feature
distributions do not correspond to a normal Gaussian curve,

Sampling and image analysis nonparametric tests (Kruskall-Wallis and Mann-Whitheyest)
were applied to compare the different in-flight experimengs (t

Ki-67 labeling t119, tug, tlg, bug) and ground controls. Statistical

significance was considered to be& 9.05. When we conducted
For Ki-67 phalloidin double-labeling, confocal images of 384 Mmultiple comparisons, we divided the significance level (0.05)
512 pixels (pixel size = 1.2 pm) were obtained by averaging 10y the number of comparisons in order to decrease the type 1
frames. Eighty-three images were collectgd20 images),,ig  €rror.
in-flight control (14 images),iig (16 images),.1g in-flight
control (16 images) andutg (17 images). Altogether, 1,435 cells RESULTS
were analyzed:(t(382 cells), #1g in-flight control (177 cells),
tiug (453 cells),flg in-flight control (221 cells), anditg (202  Cell spreading and proliferation
cells).
) Double fluorescent labeling was used to detect simultaneously
Cytokeratin network Ki-67 (nuclear antigen, found in cycling cells) and MF (TR-
phalloidin) Fig. 2).Ki-67 positive cells (cycling cells) were
For image analysis of the cytokeratin network, each 211ecognizable by their nuclear and nucleolar staining (FITC) in
pixelsiim confocal image of 76& 512 pixels and 256 gray interphase cells (most of therRigs. 23 b) or by chromatin
levels was obtained by averaging 20 frames. Altogether, 78taining in mitotic cells (arrowhea#ig. 1b). Non-cycling cells
images were collected on a focal plane between the nucleus adidhe time of fixation were Ki-67 negative (staig. 2b).
the substrate: ground control (10 images)12 images),;iLg in-
flight control (15 images)ig (13 images),1g in-flight control ~ TR-phalloidin staining Kigs. 2a; b') was used to assess cell
(17 images) andjtg (12 images). spreading and count the total number of cells (Ki-67 positive and
negative one) in each image. At timg48 h after launching),



cells were more fully spread inglin-flight control Fig. 2a), In the ground controlFig. 7a), cytokeratin networks presented
than in g (Fig. 2b"). characteristic patterns depending on their intracellular
localization. In particular, the network around the nucleus
The fraction of cycling MCF-7 cells was calculated as the ratigenerated a constant pattern, previously describedhasolat
of the number of Ki-67 positive cells/total number of ceflig(  (15). It was clearly recognizable in ground contfb( 78 and
3). At times t and , there was no significant difference betweenat time ¢ (Fig. 7b).
to and B or betweengtand g (both at times;tand t).But when
we compared din-flight controls and g, we found that cycling When confocal sections were focused through the middle of the
cells were significantly more numerous ig than in 3y at time  nuclei Fig. 7), cytokeratin networks were clearly observed in
to (p = 0.011) and;{p = 0.046). the Ig in-flight control Figs. 7¢ d) and in g (Figs. 7ef), at all
the times studied {tt;, t,). Butsometimes unusual patterns were
The number of cells in a specific phase of the cell cycle iseen in g (Fig. 79 at time $.
proportional to the duration of that phase. Here, the duration of
mitosis was estimated by the ratio of the number of mitotid®When focal sections were focused between the nucleus and the
cells/number of cycling cellf{g. 3). Whereas mitosis duration substrateKig. 8), in high magnification images, the cytokeratin
in 1g at both t and t were similar to ¢ pg significantly  networks beneath the nuclei generated the alveolar pattern seen

prolonged it (p=0.011). in the ground controlHig. 8a). The meshes of the network were
often looser in g (Figs. 8d f) than in 1 in-flight control (Figs.

Cytoskeleton and signal transduction 8c, €) mainly at time £ (Figs. 8e¢f).

MT Quantitative image analysis of the meshes in these netwigk (

9) showed that this pattern was significantly altered after 48 h of
In our experiments, MT of the MCF-7 cell line was highly culture in |g (t,1g vs. tug, p=0.004).

sensitive to weightlessnes§igs. 5 and 6). Compared with
ground controls, in which MT were uniformly labeled on all theMF and signal transduction (PTyr)
coverslips Fig. 53, some clusters of MCF-7 showed modified
MT, even at timegt 1.5 h after the launching stre$sgs. 5h c). Double-labeling (TR-phalloidin for MF and FITC for PTyr)
Instead of long, strongly labeled MT radiating throughout theshowed that actin stress fibers were slightly more abundagt in 1
cytoplasm, only a few filaments could be distinguished againsh-flight control than in g conditions Fig. 10a) 10b’). In
the strong (gray) background. At the same time, labeledddition, in |g, PTyr labeling at the end of stress fibers seen at
lamellipodia were observed in these celigy§. 5¢ d, 6d). This  the cell periphery was reduced. Rather, it appeared to be
more or less diffuse labeling could correspond to either labelezbncentrated in small bright spots in the cytoplasm, compared
free tubulin subunits or numerous but very short MT, asvith 1g (Fig. 10bvs.a).
visualized in high magnification imagédsigs. 6g h).

Chromatin structure
At time t; (22 h after launching), changes were foundgr(Hig.
5d) and in |g (Fig. 5f) samples. However, cells containing long Chromatin distribution (excluding nucleoli) was densergrirt
MT and clear cytoplasm were usually more numerougifFlg.  flight control (Fig. 119 than in g (Fig. 11b), mainly after 48 h
4¢) than in |g (Figs. 5f g). At time t (48 h after launching), of culture. Quantitative image analysisid. 119 showed that
cells seemed to have reestablished normal MTgi(Figs. 6a b,  areas of low chromatin density were larger and more numerous
c), but not in g (Figs. 6d €, f, g, h). Differences were clearly in pg. Statistical analysis (Kruskalallis test) of the ratio of the
seen in isolated cell§ig. 6¢ vs. Fig. 6f). However, some cell areas of low/high chromatin density (L/H ratio) demonstrated
clusters contained diffusely labeled MT in pg anddrc@ntrols  significant differences between the groups (p=0.0001). The L/H
(Fig. 6b). Furthermore, labeling patterns of neighboring cellsatio was significantly lower (MariWhitney U-test) {1g than
showed diffuse or well-polymerized MTig. 6h, left), whereas tiug (p=0.003). In @ in-flight controls, # was significantly
MF were well organized in both cell types, as demonstrated Bpwer than 1(p=0.001). In contrast, the L/H ratio increased gn p
TR-phalloidin staining Kig. 6h, right). Thus, MT alterations significantly between,tand ¢ (p=0.001). When comparinggl
could not be attributed to technically faulty cell fixation. with pg, the differences were also significant (p=0.003at t

p=0.001 at4). Thus, |g induced the chromatin distribution to
At high magpnification Fig. 6g), fluorescent spotsclose to the €volve in opposite ways between 22 and 48 h of culture.
limit of the light microscope resolution and sometimes aligned
over about 2 um-were seen at the cell periphery, where theDISCUSSION
cytoplasm is very thin (2- or 3-um thick). These observations
could suggest the existence of short MT, with no preferentidf physical characteristics of the cell environment guide cell
orientation, and some seemed to be perpendicular to thysiology (proliferation or differentiation), weightlessness
substratum. This observation was in contrast to the preferentié@bbreviated by @ could alter the relationships between cell
orientation toward the cell periphery and parallel to thestructure and function. Actually, in our weightlessness
coverslip, obvious in the ground contrdfig. 58 and 1 in- experiments, MCF-7 human mammary carcinoma cell line
flight control Fig. 6¢) at the cell boundary. presented several functional and structural alterations.

|F: cytokeratins First, immunofluorescent labeling of Ki-67 confirmed that cell
cycling was altered under weightlessness conditions. Ki-67 is a



nuclear protein widely used as a marker of cell proliferation. It iVe could postulate that, in weightlessness, these short MT had
thought that Ki-67 is expressed in all cycling cells but not inost the preferential orientation toward the cell periphery and in
resting cells (37, 38). Labeling patterns vary according to thparallel to the substrate seen m(Fig. 69. They could even be
cellcycle phase and, during mitosis, Ki-67 labeling underlineorientated perpendicular to the coverslifig( 6g). This
the chromosomed={gs. 2a b). Our results also showed that the hypothesis could be in agreement with Taboniyis vitro
increase of cycling cells in weightlessness is due to thexperiments. In addition, MCF-7 cells usually contain more than
prolongation of mitosis. As several cells in anaphase were stiine MTOCs and micronuclei, which would correspond to the
observed Kig. 2, arrowhead), we can hypothesize that the celtentrosome amplification, defective,I& cell-cycle checkpoint
cycle would be blocked only partially in,&. and micronuclei, previously described in breast cancer with
BRCA1 and BRCA2 mutants (42, 43). Thus, the presence of
Our observations agree with the Jurkat cell-line results obtainedultiple points of MT nucleation would render MCF-7 cells
by Lewis et al., who used flow cytometry to demonstrate garticularly sensitive to weightlessness.
blockade of the cell cycle inJ 8! (29). Thus, there appear to be
no difference between adherent (MCF-7) and free-floatin@n the one hand, unlike Jurkat cells (29, 44), DNA
(Jurkat) cells: in both cases, weightlessness led to lower calbndensation, characteristic of apoptosis, has not been detected
proliferation. Moreover, in weightlessness, normal Tunder our experimental conditions, but may simply not have
lymphocytes did not proceed through the S aptMGphases of occurred at the times studied. On the other hand, even though we
the cell cycle, as demonstrated by the quasi-null thymidindid not perform a quantitative analysis, our results show that
incorporation and decreased cell mobility (19, 39). ThereforalCF-7 cells spread less well in weightlessness tlgamAf the
cell-cycle phase affected by a weightlessness blockade wouldme time, but to a lesser extent, MF organization into stress
depend on the cell type studied. fibers and PTyr signal transductions from focal contacts seemed
lower.  Although our results concern only PTyr
The longer MCF-7 mitosis duration could be explained by thémmunolocalizations, they are in agreement with the decreased
alteration of MT in weightlessness. However, MT changegroliferation signal transduction under weightlessness, as
differed depending on the cell type. Lewis et al. reported thagireviously described for other epithelial cells (22, 23).
Jurkat cell MT were shortened and that MT organizing centers
(MTOCs) were poorly defined. In our experiment, MT Several patterns of cytokeratin networks have been described in
modifications were heterogeneously distributed throughout thICF-7 cells, depending on their intracellular localization (15).
MCF-7 population. In these cells, MT were short and not clearlfpur hypothesis was that architectural variations would depend
distinguishable from the strong background. As for Jurkat cell@n local tension or forces, in agreement with the tensegrity
MCF-7 MT alterations were observed after launching and theparadigm of Ingber (11Quantitative image analysis procedures
normal organization was reestablished 48 h latemimniflight  were previously developed to define several features
controls. In MCF-7 cells, however, altered MT persisted in someharacterizing the different patterns of cytokeratin filament
cell clusters. This finding suggests that their dynamics wereetworks (15, 17, 18). One of them, the perinuclear network
affected by weightlessness, in agreement with vitro  pattern, is particularly constant on earth. It forms regular alveoli
experiments reported by Tabony and co-workers (32, 33): Selénd the areas of these meshes were characterized by quantitative
organization of MT into stationary macroscopic patterns ismage analysis. Although other weightlessness cytoplasmic
gravity-dependent, and the patterns correspond to different MJatterns were similar to those observed on Earth or inghe-1
orientations. The resulting patterns reflect what happens duringflight control, except for some isolated cellEig. 7), the
critical period of 6 min after the onset of MT assembly. In ouperinuclear network was significantly more loosely woven,
experiment, cells were subjected tg for 5 min (launching), especially after 48 h of culture in weightlessndsigq. 8f 9).
then to weightlessness for 1.5 h before tigecéntrifuge was The latter findings, in association with the less extensive cell
started ). As MT turnover is 10-fold faster during mitosis spreading, would be consistent with the basic predictions of
compared with interphase (reviewed in (40)), alteration of MTcellular tensegrity (11, 12), particularly the role of perinuclear
assembly processes is particularly crucial during cell divisioncytokeratin network Kigs. 8 9) in mediating the transfer of
This faster MT turnover corresponds to density fluctuations ofnechanical signals from the cell surface to the nucleus (16, 45).
free tubulin subunits, and represents a window during which the
system can interact with gravity (32). Cells in mitosis before théccording to this tensegrity hypothesis, weightlessness might
1g centrifuge started were submitted to launching stress and lifrduce modifications in nuclear architecture and gene expression
h of weightlessnessgjt and their MT were altered. Thus, each(8). In our experiment, quantitative analysis of chromatin
time a cell enters into mitosis under weightlessness, MFEtructure showed that, after 48 h, weightlessness had modified
abnormalities result. As daughter cells often form clusters, thBNA distribution in interphase cells. Chromatin modifications
number of clusters containing modified MT increases with thenay have two effects on cell physiology: (i) gene expression and
time spent in weightlessness. cell differentiation, subsequent to modification of nuclear
organization (7, 9); and (i) cell proliferation, following
Moreover, fluorescent spots and short lines, distinguishable iflecreased mechanical signaling mediated by the cytokeratin
MCF-7 cytoplasm at higher magnificatiofrig. 6g), would  network (16).
suggest the existence of short MT, in addition to free tubulin
subunits, in accordance with pictures previously published bwe summarized ifrigure 12 several mechanisms that could be
Waterman-Storer et al. (41). involved in the effect of weightlessness on cell physiology.
Weightlessness could interact directly on reaction-diffusion
processes and alter MT self-organization and orientation, as



suggested by high-magnification

image&ig( 6g. The

construction of the mitotic spindle could be disturbed by this

mechanism. Consequently,

under weightlessness, mitosis

duration was prolonged and cell cycling slowed. The latter wad
also slowed by the concomitant decrease of signal transduction
cascade. Both mechanisms result in decreased cell proliferation.
Or the less-extensive cell spreading could lead to the loosening
of the tensegrity structure, corresponding, in our experiment, 10 Extracellular matrix-dependent tissue-specific gene expression in
the looser perinuclear cytokeratin network. This relaxation
would in turn induce modifications of the nuclear chromatin
distribution. As the regulation of gene activity would depend ori1.
the 3D architecture of the nucleus, cell differentiation, and biological design that govern the cytoskeletbrCell Sci. 104,

perhaps also cell
weightlessness.

in
12.

proliferation, would be affected

In conclusion, our observations support the hypothesis that tHe-
two mechanisms (reaction-diffusion processes and tensegrity)
could be simultaneously affected by weightlessness. Sugy

weightlessness experiments would offer a unique opportunity to  filament suspensions show unique micromechanical propetties.
verify whether it could be possible to direct a cell's physiology Bjol. Chem. 274,19145-19151

by modifying its morphology.
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Figure 1.Schema showing the experimental protocol. Weightlessness is abbreviated by pug.



Figure 2. Cell cycling in MCF-7 cells, 48 h after launching) (Scale bar is 10 pniaandla' = 1g in-flight control.1b

and1b' = weightlessness @). Confocal microscopy showing simultaneous visualization of Ki-67 labeled with RIAC (
andl1b) and actin microfilaments (MF) stained with Texas red phalloitidnd1b'). Phalloidin binding only highlights

the cell periphery because the microwave treatment, necessary for Ki67 antigen retrieval, destroyed MF structure. Cell:
spread better indlcontrol (La") than in |g (1b"). Ki-67 label distinguishes (i) interphase cycling cells (most of them) by
their nuclear and nucleolar labeling pattern, from (ii) mitotic cells (arrowhead = chromosomes), from (iii) noncycling cell

(star = negative cells). The latter are identified by phalloidin binding (Texas red).



Fig. 3
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Figure 3. Quantification of cycling MCF-7 cells. At each in-flight step=£t1.5 h, t= 22 h, § = 48 h) cells were fixed in
a paraformaldehyde-glutaraldehyde. Fraction of cell cycling is estimated by the ratio of the number of proliferating
cells/total number of cells. Stars indicate significant differences (Mann-Whitney U test) observed bgteedroland
[g at timesjtand §.



Fig. 4
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Figure 4. Duration of mitosis is estimated by the ratio of the number of mitotic cells/number of cycling cells. Stars
indicate a significant difference (Mann-Whitney U test) betweagm-flight control and g pooling t and . The
significantly higher number of mitotic cells indicates that the mitosis duration is prolonged.



Fig. 5

ground control

Figure 5. Visualization ofa-tubulin in MCF-7 cells. Scale bar is 10 psa.= ground control, 48 h of culture. MT are

clearly visible in all MCF-7 cells, radiating throughout the cytoplasm from the perinuclear area toward the cell periphery
5b and5c = {, (cell fixation 1.5 h after launching). In most of the cells, MT are well preserved (4b), but some cell clusters
show altered MT and labeled lamellipodia (41).and5e = t;1g (1g in-flight control, cell fixation 22 h after launching).

Some cell clusters still show altered NBd), whereas others do ni@e). 5f and5g = g (U, cell fixation 22 h after
launching). Depending on the cell cluster, MT are well preserved in interphase cells and in mitqtgcetls

indistinguishable5f).



Fig. 6

Figure 6. Visualization ofa-tubulin in MCF-7 cells. Scale bar is 10 pa, 6b, 6¢ = t,1g (1g in-flight control, cell

fixation 48 h after launchinglhd, 6€, 6f, 6g, 6h = ;g (Lg, cell fixation 48 h after launchin@§p — 6g a-tubulin alone.

6h: double labeling ofi-tubulin (left, FITC) and MF (right, Texas red phalloidin). lgy MT often give a diffuse labeling
pattern compared withglin-flight controls 6c, 1g versus 6f, g). In 1g (6c), long MT are oriented parallel to the

substratum. In g (6g), short MT seem to have a no-preferential orientation, or appear to be perpendicular to the substrat
Some clusters of inglin-flight controls cells still contain diffuse M{Bb), as in |g. In addition, labeling patterns in
neighboring cell§6h) show diffuse or well polymerized MT, whereas MF are well organized in both cell types (right).
Thus the diffuse MT organization cannot be explained by faulty cell fixation. At higher magnifi@dpfiuorescent

spots, sometimes arranged in a line about 2 um long at the cell periphery are suggestive of the existence of short MT.



Fig. 7

Figure 7.Cytokeratin visualization in MCF-7 cells. Scale bar is 10 um. Cell spreading increases with the time in culture
Focal sections were focused through the middle of nutdet.ground control, 48 h of culture. Cytokeratin networks have
characteristic patterns depending on their intracellular localizatipn.t, (cell fixation 1.5 h after launchingjc = t;1g

(1g in-flight control, cell fixation 22 h after launching)d = 19 (1g in-flight control, cell fixation 48 h after launching).
7e=tug (U, cell fixation 22 h after launching§f and7g = tug (ug, cell fixation 48 h after launching). The cytoplasmic
cytokeratin network is similar in the ground conif@d), t (7b), 1g in-flight control(7c, 7d) and in g (7e, 7f), except for

some isolated celigg).



Fig. 8

Figure 8. Visualization of the perinuclear cytokeratin network in MCF-7 cells. Scale bar is 10 um. Focal sections were
focused between the nucleus and the subs8ate ground control, 48 h of cultur8b = t, (cell fixation 1.5 h after
launching).8c = t,1g (1g in-flight control, cell fixation 22 h after launchin@d = g (1g, cell fixation 22 h after
launching).8e = t,1g (1g in-flight control, cell fixation 48 h after launchindg)f = t,ug (g, cell fixation 48 h after

launching). The meshes of cytokeratin network are looser in pg than in ground cewirdl in-flight control.



Fig. 9
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Figure 9. Quantification of perinuclear cytokeratin networks. The areas of meshes are expressed in arbitrary units:
(a.u.) = areas of regions surrounded by filaments segmented by image analysis. The cytokeratin network is significantly
(Mann-Whitney U test) looser in jug than in other conditions (stars).



Fig. 10

Figure 10.PTyr @andb, FITC, left) and MF & andb’, Texas red, right) visualizations. Scale bar is 10 um.
10a, a'= 1g in-flight control.10b, b'= pg. Actin stress fibers are slightly more plentiful gncbntrol than in g. PTyr
signal transductions, located at focal contacts, are more numerous at the periphery ofgeillight control than in

Hg.
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Figure 11.Chromatin texture analysis: stochiometric DNA staining by the fluorescent antibiotic chromorgy€IAZ\

1la= 1g in-flight control (f). 11b= pg (). Scale bar is 10 um. DNA staining is more dense inghg-flight control

than in |g: areas of low chromatin density (excluding nucleoli) are less numerous and areas of high chromatin density
more numerous indlin-flight control than in g. 11c= quantitative analysis of the ratio of low/high chromatin density
areas (L/H), (a.u. = arbitrary units). No significant difference is observed betyasshitlg. In 1g in-flight controls, L/H
decreases significantly betwegrahd §, whereas it increases significantly betweesnd ¢ in pg. Comparing L/H

between ¢ and g, differences are significant (stars) at timand . Thus, areas of low chromatin density increase after
48 h of culture in g, like the cytokeratin perinuclear network.
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Figure 12.Diagrammatic presentation of mechanisms that might explain the effect of weightlessness on cell physiolog;
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