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Resune

La signalisation cellulaire induite par les ecepteursa sept domanes transmembranaires
(R7TMs) controéle les principales fonctions physiologiques des mamrres. Chez I'humain,
ces ecepteurs repesentent la plus grande famille de genegt sont la cible de plus de 30%
des nedicaments. Ces R7TMs initient de larges eseaux d'interations complexes et varees
responsables des e ets physiologiques. Au cours de cette trese, r®@avons mocelie dy-
namiguement certains de ces eseaux a n d'en comprendre le fonadhnement et de pedire
des donrees inaccessibles experimentalement. Notre mockelaion a utilie le formalisme
desequations dierentielles ordinaires (ODE) en assimilanta chaque espece une variable
eta chaque constante ciretique un pararmetre.

Lequipe BIOS s'ineresse plus particulerement au ecep teur de I'hormone folliculo-
stimulante (RFSH) dont la signalisation a un r6le ceterminant au sein de la fonction de
reproduction. En paralkle, le ecepteur angiotensine de type 1A (RAT 1), egulant la
tension, est largement etude et s'inscrit comme un R7TM mocel e. C'est ainsi que les
deux mocklisations ealisees au cours cette these cetaillent la signalisation du RFSH au
sein des cellules de Sertoli et la signalisation du RAJx dans des cellules HEK293. Le
mocele FSH est cente sur les interactions de la PKA et de la PIBK sur la phosphoryla-
tion de la p70S6K. Il rend compte de la signalisation FSH au sein des celes de Sertoli
en prolieration et dierencees en conditions contréles, PKA inhikees et PI3K inhikees.
Les donrees experimentales disponibles ont et traduites en @ncentrations molaires et
ont permis d'ajuster les paranetres de 'ODE. Ce moctle explique comment, par de sim-
ples ceplacements dequilibres et de egulations, les méme e ecteurs peuvent avoir deux
comportements tes dierents et induire des eponses biologiques adapees.

Le second moctle porte sur l'activation des MAP Kinase ERK par le RAT154. Comme
pour le peedent, les donrees ont servia I'ajustement des paranetres du mocele qui donne
levolution des dierentes especes en concentrations molaires Ce moctle comporte deux
voies de signalisation induisant les ERK : la voie dependante des preines G rapide et
transitoire ainsi que la voie cependante des -arrestines plus lente et soutenue. Le moctle
permet de rendre compte de I'ensemble des donrees disponiblésnous aegalement permis
de mieux comprendre la dynamique et la egulation de ce eseau deignalisation.

En n, pour les deux moctles nous avonset contraints de recheicher certains paranetres
manquants recessaires. Ces ajustements paranetriques peuvegtre ealiesa l'aide de
dierents outils. Dans une troiseme partie de la these, nous avons donc compake plusieurs
algorithmes d'optimisationa une nethode que nous avons nous-méms ceveloppee. Cette
nouvelle methode hybride s'aere performante et adapeea la paranetrisation des eseaux



de signalisation.

Mots cés : Signalisation intracellulaire, R7TM, FSH, angiotensine, moctles matema-
tiques, ODEs, optimisation continue.



Abstract

Seven transmembrane receptor (7TMR) signaling controls main physiologial functions
of mammals. In humans, 7TMR represent the largest family of genes and are tgeted by
more than 30 % of drugs. 7TMR initiate large and complex networks responsild@ for physi-
ological e ects. In this thesis, we dynamically modelled these netorks to understand their
mechanisms of functionning and predict experimentally unreachal® data. Our modeling,
based on ODE formalism, treats each species as a variable and each kinetiate as a
parameter.

Our team is focused on FSHR-induced networks that have critical rolén reproduction.
In parallel, the AT 14 R, which regulates blood presure, is widely studied and consided
as a 7TMR model. The two models produced during this thesis detdiFSHR signaling
in Sertoli cells and AT1aR signaling in HEK293 cells. The FSH model focuses on two
pathways that regulate p70S6K phosphorylation : PKA-dependent and PI3K-dgpendent.
This model reports FSH signaling within Sertoli cells at proliferating and di erentiating
stages and when PKA or PI3K are inhibited. This model explains how with tiny movements
of regulations, same e ectors can have two di erent biological responsesvhich lead to
appropriate responses.

The second model involves the hormone angiotensin and is focused on tMAP Kinase
ERK activation by the receptor. The experimental data as well as western blot data
provided were translated into molar concentrations and used to adjusthe parameters of
the ODE. This model has two signaling pathways inducing ERK : G-dgoendent which is
fast and transient as opposed to -arrestin-dependent which is slow and sustained. The
model captures all the available data. Its analysis also led us to idelly new regulatory
features within the signaling network.

In the third part, we developed a new hybrid method for parameter optimization. We
compared this method with a panel of already existing ones using a setf dynamical mod-
els. Our novel hybrid method is e cient and well-adapted to parametrization of signaling
networks.

Keywords : Intracellular signaling, 7TMR, FSH, angiotensin, mathematic modeling,
ODEs, continuous optimization.
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Glossaire

{ 5-HTR : 5-Hydroxytryptamine Receptor

{ AA : Acide Arachidonique

{ AC : Actnylate Cyclase

{ ACE : Angiotensin-Aonverting Enzyme

{ AMPc : Acenosine Monophosphate cylique

{ AMP : Acenosine Monophosphate

{ AP2 : dynamine

{ ARA2 : Antagonistes du Recepteura I'Angiotensine Il
{ ATP : Acknosine Triphosphate

{ BAD : Bcl2 Antagonist of cell Death

{ calmodulin : CALcium MODULated protelN

{ CDC2 :Cell Division Cycle 2

{ CDK : Cell Division protein Kinase

{ CFP : Cyan Fluorescent Protein

{ C/[EBP : CCAAT-box/enhancer-binding protein

{ CMLV : Cellule Musculaire Lisse Vasculaire

{ CREB : cAMP Response (CRE)-Binding protein

{ CREM : cAMP Response (CRE) Modulator

{ DAG : Diacyl Glycerol

{ dpp : days post partum

{ DGK : Diacylglycerol Kinase

{ eCG : equine Chorionic Gonadotropin

{ EGF : Epidermal Growth Factor

{ elF : Eukaryotic translation initiation factor

{ Epac : Exchange factor directly activated by cAMP
{ ERK : Extracellular signal Regulated Kinase

{ FLNA : Filamin-A

{ FRET : Fluorescence Resonance Energy Transfert
{ FSH : Follicle-Stimulating Hormone

{ GDP : Guanosine nucleotide diphosphate

{ GIPs : G protein interacting proteins

{ GIRK : G protein coupled Inwardly Rectifying K channels
{ GnRH : Gonadolikerine ou Gonadotropin Releasing Hormone
{ GRK : G protein coupled Receptor Kinase

{ GTP : Guanosine nucleotide triphosphate
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Avant-propos

Aujourd'hui, 30% des nedicaments ciblent des ecepteursa sep domaines transmem-
branaires (R7TM) et lesetudes pharmacologiques ne se penchent quae$ peu sur cette
echelle microscopique. Or, chaque R7TM ou ecepteur coupk aux potines G (RCPG)
esta la tete d'un vaste eseau de signalisations intracellulaires. Quels sont les necanismes
pecis actives par les nedicaments qui engendrent, entre autres, les e ets souhaits ?
Pourrait-on étre plus optimal, minimaliste et naturel en lecti onnant les voies de signal-
isation intracellulaire, en modulant les hormones du syseme da pesentes ? Pourrait-on
avec une connaissance plus pecise des eseaux de signalisationguer plus largement et
proposer de nouvelles alternatives ?

Matrematicienne de base, j'ai ek vivement ineressee par | ‘application des outils
matfematiques qui me passionnent : les sysemes dynamiques enue de comprendre ces
eseaux intracellulaires. Faire un minimum pour une e cacie max imum sans polluer le
voisinage fait partie de la philosophie de base des demonstrations matimatiques : les
treoemes se basent sur les hypothleses minimales pour cemonter un esultat maximal.

L'impact au sein de la biologie de la reproduction humaine, dont la FSH Hormone
Folliculo-Stimulante) est une hormone ck m'a fortement inere see. En e et, 25% des
couples rencontrent des probemes de fertilie et les traitements FSH donnent des esultats
variables coupks d'e ets secondaires. Paralelement, les moyas de contraception comme
la pilule qui repesentent 60% de la couverture contraceptive [Albin and Menninger, 2009]
sont bases sur des serodes gonadiques inhibant la syntrese tela scetion de FSH et LH
(Hormone Lutinisante) [He ner, 2003]. En outre, la FSH a ecemmente & impliglee de
manere ectopique dans la vascularisation de tumeurs cancereuseRddu et al., 2010], ce
qui xe l'importance indeniable de cette hormones au sein de la sam® humaine.

Dans ce contexte &, j'ai voulu relever le & de mockliser math ematiquement le eseau
de signalisation FSH.Etablir un moctle FSH permet, dans un premier temps, de rassem-
bler les connaissances et de pointer les interactions inconnues aurselu eseau an de
proposer dierentes structures possibles. Dans un second tempg'ai tenu a ealiser ce
mocele de manere dynamique, a n que le mockle inegre les cometitions, les recyclages
et les etrocontréles de la transduction du signal. Alors que les egeriences biologiques
observent chaque quanties spaement et sont incapables de quatier ces interactions, le
mockle dynamique apporte une vision globale de I'ensemble des esges lees entre elles.
Une fois le moctle calibe sur les donrees, il 0 re compehension et pediction sur I'ensem-
ble de du eseau ainsi que sur les necanismes de signalisation. L'samble des conditions
imaginables et possibles est alors simplea ealiser : il sut de simuler le mocele en modi-
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Chapitre 1

Introduction

1.1 Les R7TMs et leur signalisation

Les ecepteurs membranaires sont des senseurs pecis du mitieexerieur, ils transmet-
tent les messages extra-cellulairesa l'inerieur de la cellde. Ce nmecanisme de communica-
tion permet de nombreuses egulations physiologiques. Parmi ces eepteurs, lesR7TMs
(Recepteursa sept domaines Trans-Membranaires)aussi appeesRCPGs (Recepteurs Coupeks
aux protines G) ont une place particulere puisqu'ils repesentent la plus grande famille
de genes chez I'humain avec plus de 800 membres [Kroeze et al., 2003gékiksson et al.,
2003]. Les R7TMs sont la cible de divers ligands comprenant les photons, lésns, les
preromones, les acides amires, les peptides et les hormones glycopiques (Figure 1.1).
Leur importance inceniable est appuyee par leur place priviegiee au sein de la pharma-
cologie. Parmi les quelques centaines de cibles des nedicamentsliges actuellement, 30
a 50 % sont des R7TMs [Drews, 2000; Overington et al., 2006]. Letude de la sigalisation
intracellulaire induite par ces ecepteurs repesente un ejeu majeur a n de comprendre
et delargir les traitements actuels.

1.1.1 Structure et classi cation

Les R7TMs ont tous en commun leur structure compose de trois parties @tinctes :

{ La partie extra-cellulaire, appeke N-terminal ou ectodomaine

{ Les sept segments transmembranaires hydrophobes. Ces segments soglies entre
eux par trois boucles extra-cellulaires et trois boucles intracelllaires.

{ La partie C terminale qui est au sein du cytoplasme. Elle contient la majorie des
sites de phosphorylations.

Avec les boucles intracellulaires, le C terminal permet des inteactions et des associ-
ations qui initient la signalisation intracellulaire. Plus pecisement, pour certains R7TMs
la protine G (Guanine nucleotide binding protein) vient se xe r au sein de la deuxeme
boucle intracellulaire, au niveau de la suite des trois acides amir® Aspartate, Arginine,
Tyrosine (ou DRY en notation alphaletique). Des mutations de ce motif alerent totale-
ment la voie de signalisation cependante des protines G [Wei et al.2003]. Cette speci cie
des R7TMs a inite le classement qui suit.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Figure 1.1 { Un R7TM fait le lien entre le milieu extra- et intracellulaire gr*ace a sa
structure bien particulere et recoit des messages de nature &s varee [Bockaert and Pin,
1999].

Chez les mammigres, les R7TMs sont epartis en 6 familles selonelur homologie de
equence et de structure [Bockaert and Pin, 1999]. Cette classi cdbn est repesentea la
Figure 1.2.

Famille 1 : Recepteurs comportant le motif DRY dit de type rhodopsi ne La
premere de ces familles et la plus large comprend 662 membres, elest aussi appeke
famille des ecepteurs de type rhodopsine. Au sein de cet ensdie, on distingue 3 sous-
groupes :

{ la sous-famille 1a qui eunit les R7TMs actives par des ligands de fible masse
mokculaires tels le ecepteur 2-adenergique qui est la cible de lI'adenaline et per-
met une eponse au stress, le ecepteur angiotensine Aja participanta la egulation
de la pression cardiaque, le ecepteur de la rhodopsine absorbane$ photons et
I'ensemble des ecepteurs odorants. Le site de liaison du ligand sstue au coeur des
passages transmembranaires.

{ la sous-famille 1b qui contient les R7TMs dont le ligand se xe entre b N-terminal
et les passages transmembranaires tels les ecepteursa chelolis impligtes dans la
egulation des fonctions immunitaires.

{ la sous-famille 1c au sein de laquelle on observe des R7TMs avec uresr long N-
teminal. Les hormones qui ciblent ce type de ecepteur sont les voimineuses gly-
coprotines LH, FSH impligiees dans la reproduction et I'hormone gimulant la
gcetion des hormones thyrodiennes (TSH) ayant des e ets su la temperature du
corps ainsi que sur le ceveloppement neuronal du foetus. Ces hormes s'attachent
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1.1. LES R7TMS ET LEUR SIGNALISATION

Figure 1.2 { Classication R7TM [Bockaert and Pin, 1999]. (A) Les trois principales
familles sont les ecepteurs de type rhodopsine, les eceptasa cetine et les ecepteurs
au glutamate et aux preromones. Pour ces familles la caractrisation du Nterminal ainsi
gue les sites de liaison au ligand ontet identies. (B) Repes entation schematique de
l'arbre phylogeretique reliant les 6 familles de R7TM.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION

au sein de l'ectodomaine ainsi que sur la premere et la deuxere boucles extra-
cellulaires du ecepteur.

Famille 2 : Recepteurs de type ®cetine Le seconde famille aussi appeke famille
des ecepteursa ®cetine se caracerise par un large domaineN-terminal extra-cellulaire.
Les ligands de ces ecepteurs s'arriment comme pour la famille 1¢ au véau des domaines
extra-cellulaires (domaine N-terminal et boucles extra-cellulairs). Au sein de cette famille
on notera le ecepteura ®cetine qui entrame la fcr etion d'enzyme digestive au sein du
panceas. Cette famille contient aussi le ecepteur cible de laGonadolikerine (GnRH), une
neuro-hormone responsable de la synttese et de la ®cetion dealFSH et de la LH.

Famille 3 : Recepteurs au glutamate et aux pleromones La troiseme famille
se carackrise par son important ectodomaine en forme de pince. Cettéamille contient
les ecepteurs a glutamate, impligies dans le processus de mmorisation ainsi que des
ecepteursa preromones responsables de sensations de goot.

Autres ecepteurs Les trois derneres familles totalisent seulement 79 ecepteus. Ce
sont la famille des ecepteurs aux facteurs d'accouplement chezk champignons, la famille
des ecepteursa AMPc caraceriees chezDictyostelium discoideum une amibe et la famille
des ecepteurs frizzled et smoothened , impliges entre autre dans la polarie cel-
lulaire, le ceveloppement embryonnaire et la formation des synapse

Pour tous ces R7TMs, lorsque le ligand vient se xer sur son eceptey celui-ci change
de conformation. Les passages transmembranaires bougent et permettent tecrutement
d'e ecteurs.

1.1.2 Signalisation
1.1.2.1 La voie G

En particulier, le ecepteur interagit avec les protines G. Elles lient une moécule
de GDP (Guanosine nucleotide diphosphate) qui peut &tre echange pour une mokcule
de GTP (Guanosine nucleotide triphosphate) pour declencher ou inliber des eactions
biochimiques dans la cellule.

Cycle de la prokine G leerotrinerique Cette protine G est heerotrirerique,
ses trois sous-unies sont nomnees , et . La mokcule de GDP/GTP est leea la
sous-unie . Lorsque la protine G est recruee au ecepteur, le GDP estechang par le
GTP puis le trirere se scinde en deux parties G et G qui se cetachent du ecepteur
pour activer de multiples voies de signalisation. Ces prokines G pavent se recycler et
interagir de nouveau avec le ecepteur (Figure 1.3). Pour cela, le GTPest tesactive en
GDP par des proeines de egulation. Une fois letat inactif de la sous unie  retroue,
elle se e-assemble avec les deux autres sous unies. La proee G trimerique peut ainsi

e ectuer des cycles d'activation/cesactivation. On notera que I'nypottese de dissociation
des sous-unikes de la protine G est soumisa controverse. [Gas et al., 2006] suppose que le
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1.1. LES R7TMS ET LEUR SIGNALISATION

R7TM est pealablement complexea la protine G et que l'activat ion du R7TM engendre
un changement d'organisation des sous-unies permettant la sortie duGDP et decouvrant
les sites actifs des sous-unies G .

EFFECTEURS

Figure 1.3 { Lorsque le ecepteur est actiwe, la protine G s'y complexe, puis se cetache
en deux parties : la sous-unie G et les sous-unies G . Pour &tre de nouveau recrute
au ecepteur, la proeine G reerotrimerique se reforme.

cytoplasme

Outre ces questions d'association/dissociation de la prokine G,liexiste plusieurs types
de sous-unies (16 G ,5 G et 14 G chez I'hnomme) [Milligan and Kostenis, 2006]. Bien
gue toutes les combinaisons trineriques ne soient pas possiblesne multitude de possi-
bilies existent et augmentent d'autant les modulations du signal en nature, en ciretique
et en quantie. Par la suite nous etudierons les voies de signalisabn engendees par les
guatre groupes de proeines G : s, i, get 12/13.

Voie G s/AC/AMPc La proeine G s active principalement I'acenylate cyclase (AC).
L'AC induit ensuite la formation d'acenosine monophosphate cyclique (AMPc) a partir
d'acenosine triphosphate (ATP). L'AMPc peut étre degracce par de s PDEs (Phosphodi-
eserases) en acenosine monophosphate (AMP) ou activer des kinases ectrices comme la
PKA (Proeine Kinase A). Pour activer la PKA, 'AMPc se complexe aux de ux sous-unies
egulatrices de la PKA, ce qui a pour e et de literer les deux sous-unies catalytiques qui
vont alors phosphoryler de nombreux e ecteurs tels la p70S6K, Rap et ledcteur de tran-
scription CREB (CAMP Response Element).

D'autres voies de signalisation en aval de I'AMPc existent indepenéamment de la PKA.
En particulier une voie admet Epac (Exchange factor directly activatedby cAMP) comme
intermediaire. L'Epac se complexea I'AMPc et induit lechange d e GDP en GTP sur la
petite proeine G Rap. Au sein du eseau de egulation des contractions cardiaques par le
ecepteur 2-adenergique, Rap active par Epac active la PLC (Phospholipase C) [Cheng
et al., 2008]. L'Epac peut aussi ceclencher la cascade MAPK (Mitogen-Actiated Protein
Kinase) Raf/MEK/ERK et ces kinases peuventa leur tour activer le fac teur CREB [Neves
et al., 2002]. Epac est ainsi responsable de divers eponses cellulareelles la division, la
dierentiation ou I'hypertrophie.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Voie G ietG o Lafonction la plus connue des prokeines G contenant une sous-unie

i est d'inhiber la voie G s/AC. Cependant, au sein des neurones, le R7TM cannabinode
CB1 (Famille 1) se couplea G ofi et declenche I'excroissance de neurites via cette voie.
Dans ce cas, une fois activee, la proeine G ofi active rapl qui induita son tour lechange
de GDP en GTP des protines Ral et Rac. Ces deux GTPases vont ens@tactiver Src
et c-Jun N-terminal (JNK), deux kinases en amont du facteur de transciption Stat3 [He
et al., 2006].

Voie G q/PLC/PIP/PKC et PIP/Ca La sous-unie G q active la PLC. Cette PLC

va catalyser la dissociation du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphatgPIP2) en inositol

trisphosphate (IP3) et en diacylglycerol (DAG). L'IP3 a pour e et I'ou verture des canaux
ioniques et un relargage de calcium du eticulum endoplasmique dansel cytoplasme.
Lekvation de la concentration en calcium au sein du cytoplasme engedre I'ouverture de
canaux membranaires impliquant une entee de calcium extra-celllaire suppementaire.

Le calcium induit, en lien avec le DAG, l'activation de la prokeine kinase C (PKC) qui va

phosphoryler plusieurseements dont Ras. Ras phosphorye cedenche la cascade MAPK
Raf/MEK/ERK [Milligan and Kostenis, 2006]. En n, ce calcium entrame |' activation de

la calmodulin (CALcium MODULated protelN) qui activea son tour la CamKIl  (Calmod-

uline Kinase Il). Une des cibles de la CamKiII est le facteur de tranesription CREB.

Voie G 12-13/RhoA/ROCK Cette quatreme famille de prokeine G active la petite
proeine G RhoA par une echange GDP/GTP. Une foi active, cette proei ne RhoA se
liea la Rho Kinase (ROCK) et l'active. ROCK phosphoryle des prot eines assocees au
cytosquelette et active la phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensindmolog). PTEN
tephosphoryle le phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PIP3) en PIP2 en opposition
a l'action de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K). PTEN induit aussi l'activation de la
PLC qui scinde de PIP2 en IP3 et DAG. Au sein de cette famille, la G 12 a une activie
suppkementaire : elle favorise la desactivation de Ras et donc seamporte comme inhibiteur
de la cascade Raf/MEK/ERK [Jiang et al., 1998].

Voies emanant du complexe G Le role habituel du complexe est d'inhiber
l'activie de la sous-unie G en induisant le retour au complexe heerotrinerique inactif.
Cependant, le complexe G a une signalisation propre, il est capable d'activer des en-
zymes telles que la PLC ou la PI3K et de eguler I'ouverture des canax ioniques GIRK (G
protein coupled Inwardly Rectifying K channels) et VDCC (Voltage Dependent Calcium
Current) [Wettschureck and O ermanns, 2005]. Le complexe G  provoque aussi I'activa-
tion des ERK1/2 de manere indirecte et speci que aux R7TMs coupl esa G i [Barthet,
2007].

Ces dierentes voies declenclees par les protines G ont longiemps et consiccees
comme l'unique signalisation des R7TMs, d'as le nom RCPG. Nous verronspar la suite
gque méme si ces voies G ontet impligiees dans de nombreusegponses cellulaires,
d'autres e ecteurs existent et montrent une importance croissane. Mais tout d'abord,
nous allons aborder les acteurs de la desensibilisation de la voie G.
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1.1.2.2 [Esensibilisation

Une fois le message hormonal transmis sous forme d'activations intracelkiles, les
e ets de I'normone sont stoppes. La desensibilisation est un necanisme recessaire au bon
fonctionnement des eseaux de communication cellulaire. D'une pdr le ecepteur doit se
dissocier de I'hormone pour étre de nouveau préta recevoir le mesager suivant. D'autre
part, I'activation des dierents e ecteurs en aval du ecepteu r doit étre eguke sans quoi les
guanties d'e ecteurs augmenteraient sans limite. Pour cela, la @sensibilisation comprend
la destruction ou le recyclage du ecepteur mais aussi la ma'trie des acteurs intracellulaires
esultant souvent de multiples etrocontréles au sein des eseaux de signalisation.

Neutralisation de l'activie GTPase de la proeine G En aval du ecepteur, cer-
tains acteurs de la desensibilisation s'opposenta l'activation des protines G. C'est le cas
des proktines RGS (Regulator of G-protein signaling) qui vont acekrer la conversion du
GTP en GDP sur la sous-unie . En favorisant le retour du GDP sur la sous-unie
de la prokine G, les RGS desactivent la prokine G et stoppent ainsi toute signalisation
emanant de cette sous-unite [Traynor, 2010]. Dieremment, au nive au du ecepteur des
phosphorylations peuvent aussi suspendre les interactions avecsl@roeines G.

Phosphorylation du ecepteur En particulier, le ecepteur peut induire des kinases
tependantes des seconds messagers comme la PKA et la PKC. Ces kieagpeuvent en-
suite phosphoryler des ecepteurs an d'en atenuer le signal. Parfois ces etrocontroles
s'e ectuent sur d'autres R7TMs egalement exprimes dans la cellule. On parlera dans ce
cas de cesensibilisationkeerologue. On y opposera la notion de desensibilisationhomo-
logue qui ne touche que les ecepteurs pealablement actives par l'agofiste. Alors que la
PKA et la PKC permettent les deux types de desensibilisation slon le syseme, d'autres
proeines, les GRKs (G protein-coupled receptor kinase), n'agisent que de manere homo-
logue [Lefkowitz, 1998].

Les GRKs sont des protines ayant une activie rine/theonin e kinase, il en existe sept
types dierents dont quatre qui sont impligqlees dans la egulat ion de nombreux R7TMs et
pesentes dans tous les tissus : GRKs 2, 3, 5 et 6 [Reiter and Lefkote, 2006]. Les GRKs
interagissent avec les R7TMs actives par leur ligand et les phosphoient sur des esidus
rine et theonine localies sur leurs boucles intracellulaires et leur extemie carboxy-
terminale. Ces phosphorylations modulent la liaison du ecepteuravec les dierents ef-
fecteurs et s'opeerent que lorsque les GRKs sonta la membrare. Les GRKs s'arrimenta
la membrane par leur queue C-terminale mais selon leur structuretdeurs modi cations
post-traductionnelles, ce n'est pas leur localisation premere Penela et al., 2003]. Ainsi, les
GRKs 5 et 6 sont constitutivement localiesa la membrane plasnique. En revanche, les
GRKs 2 et 3 sont cytoplasmiques et transitoirement recrueesa la membrane lorsque le
ecepteur est active. Leur domaine d'homologie pleckstrine (PH) leur conkre une grande
a nie pour le dinere G likme apes activation du R7TM mais aussi pour dierentes
mokcules de signalisation comme le PIP2, le PIP3, la PKC. Pour le RFSHet le RAT 14,
seules les GRKs 2 et 3 font partie de la voie de desensibilisatiorPour le RAT 14, €n in-
hibant les GRKs 2 et 3, la eponse ERK est augmente tandis qu'en irhibant le deuxeme
couple de GRKs (5 et 6) la eponse ERK est diminiee. Les GRKs 5 et Gparticipenta une
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autre voie de signalisation incependante des protines G que nous etaillerons par la suite
[Kim et al., 2005; Ahn et al., 2004a].

Resensibilisation @épendante des -arrestines  La phosphorylation du ecepteur
par les GRKs va induire le recrutement d'arrestines.

Les arrestines sont des prokines dechafaudage qui contiennent pisieurs domaines
d'interaction epartis sur deux lobes [Hirsch et al., 1999]. Selon l'orentation relative des
deux lobes de la prokine, I'accessibilie des sites d'inteaction est moduke. Au sein des
cellules non-stimukes, les arrestines sont localies dan® Icytoplasme en conformation
inactives. Leur activation concide avec leur recrutement au R7TM active au niveau de
la membrane plasmique. La liaison de l'arrestine au ecepteur imghue un changement
de conformation des deux acteurs permettant le recrutement de clatlines qui engendrent
I'internalisation du ecepteur [Han et al., 2001].

Il existe 4 types d'arrestines, les arrestines 1 et 4 sont exclu®ment impliqiees dans
la signalisation visuelle, I'arrestine 1 se complexant au ecepteurhodopsine une fois phos-
phoryk par la eception d'un photon [Krupnick et al., 1994]. Les deux autres arrestines,
sont plus commurement appekes -arrestines 1 et 2 car elles ontet identiees comme
intervenant dans la desensibilisation du ecepteur »-adenergique [Lohse et al., 1990]. Les

-arrestines sont exprinees dans I'ensemble des cellules. kaock out du gene codant pour
la -arrestine 1 et leknock out du gene codant pour la -arrestine 2 ne perturbent pas le
cteveloppement chez la souris [Conner et al., 1997; Bohn et al., 1999] tandisug la cektion
des deux ¢enes est ktale [Kovacs et al., 2009].

En se complexant aux ecepteurs phosphoryks, les -arrestines bloquent le site dede
aux proeines G (Figure 1.4). Le ecepteur ne peut plus engendrer & signalisation G-
tependante ; il est desensibilie pour la voie G.

D'autre part, les -arrestines peuvent se coupler aux PDEs ou aux diacylglycerol ki-
nases (DGKSs) [Perry et al., 2002; Nelson et al., 2007] pour les ecepteurs2-adenergique
et M1 muscarinique. Ces etudes ewelent que les -arrestines activent les PDEs ou les
DGKs en s'y complexant. Puis, ces complexes sont entraYes auecepteur et bloquent les
interactions avec la proeine G mais pas seulement. En se complexaraux PDEs et aux
DGKs, les -arrestines cesensibilisent doublement la voie G, elles masaunt le site d'in-
teraction du ecepteur avec la proeine G et active les proein es qui cegradent des seconds
messagers (PDEs pour 'TAMPc et DGKs pour le DAG) des voies G (Figure 1.5)

1.1.2.3 Mouvements intracellulaires des R7TMs

Internalisation L'endocytose est ceclenclee par I'association des -arrestines aux adap-
tines (AP-2). Puis, les clathrines en lien avec les adaptines vonterner le R7TM le aux
-arrestines [Laporte et al.,, 2000]. Ces prokines structurelles, leglathrines, vont con-
stituer I'enveloppe de la \esicule contenant le R7TM. Un autreekement, la dynamine in-
tervient pour faciliter la formation de la \esicule recouverte de clathrines. Les -arrestines
favorisent ce rapprochement des clathrines avec la dynamine eryant des sites attractifs
pour les deux. (Figure 1.6). Plus peciement, la -arrestine 2 aet reconnue plus e cace
dans ce processus que la-arrestine 1. En e et, la -arrestine 1 peut étre phosphoryke par
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Figure 1.4 { Vision en trois dimension du R7TM et ainsi que de l'arrestine [Mooe
et al., 2007]. L'arrestine couvre les sites d'interaction du ecepteu et prend le relais de la
signalisation en changeant de conformation. Ces modi cations incluent laupture du noyau
polaire et les earrangements des domaines terminaux de l'arrestineCes changements
renforcent la liaison au ecepteur et cemasquent les sites de dison des arrestines pour les
clathrine et les AP2.

src (Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src) sur un site prochde celui utilise pour
s'associer aux adaptines. Cette phosphorylation gene alors l'interation ses -arrestine 1
avec les AP-2 et serait responsable de I'e cacie moindre de cet isforme [Marion et al.,
2007]. D'autres proeces d'internalisation existent tels I'endocytose via les cawoles. Les
cawoles sont activees lorsque PKC et src les phosphorylent. De Bme que les clathrines,
elles s'associenta la dynamine pour provoquer I'endocytose dR7TM mais ne font inter-
venir ni les -arrestines ni les clathrines.

Une fois internalies les ecepteurs peuvent poursuivre leuwvoie de signalisation avec la
-arrestines (c'est le sujet de la section suivante), étre reaksa la membrane ou adreses
au lysosome pour &tre cegrades.

1.1.2.4 Signalisation iné&épendante des protines G

Depuis une dizaine d'anree, il est apparu de plus en plus clairenré que les R7TMs
ont recours a des necanismes de transduction du signal qui ne font pasntervenir les
proteines G teerotrimeriques. Dans la partie qui suit, nous passerons en revue les princi-
paux rmecanismes cecrits en insistant particulerement sur | e role des -arrestines.

Recrutement des -arrestines  Les -arrestines sont initialement pesentes au sein
du cytoplasme sous leur forme phosphoryke. Lors de leur migration a lamembrane,
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Figure 1.5 { Double r6le des -arrestines [Grady, 2007]. Les -arrestines desensibilisent
le ecepteur et activent par recrutement des protines de egulation des seconds messagers
tels les PDEs contre I'AMPc et les DGKs contre le DAG.

elles sont dephosphorykes sur le sitef Ser412y pour la -arrestine 1 et sur les sites
f Thr383 Ser361g pour la -arrestine 2 [DeWire et al., 2007]. Selon le ecepteur, elles se
lient de manere transitoire ou stable. Cette speci cie a d'ai lleurs conduita la distinction
de deux classes de R7TMs. Les ecepteurs de classe A interagisséransitoirement avec
les -arrestines et petrentiellement avec l'isoforme 2 [Oakleyet al., 2000]. L'interaction
ecepteur - -arrestine etant rapide, cela implique que linternalisation du ecepteur est
beve et imnediatement suivie de son recyclagea la membrane. s R7TMs de classe A
sont par exemple les ecepteurs -2 et 1B -adenergiques, le ecepteur opiae (Famille
1a) responsable de I'e et euphorisant des opia@s, le ecepteur aotleline A (Famille 1) le

a la vasoconstriction des cellules musculaires lisses et leapteura dopamine D1A (Famille
1) qui est implique dans le controle de la motricie. Les R7TMs de classe B interagissent
de manere soutenue avec la -arrestine et ont la m&me a nie envers les deux isoformes.
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Figure 1.6 { Internalisation via les -arrestines [Luttrell and Lefkowitz, 2002]. 1/
Desensibilisation. Apes phosphorylation du R7TM par les GRKs, la -arrestine se xe
et empéche le couplage entre le ecepteur et les proeines G derotrineriques, stop-

pant ainsi la signalisation cependante des proeines G (E ecteurs E). 2/ Internalisa-

tion. La -arrestine est une prokine déchafaudage, elle se lie aux clathnes et aux
adaptines (AP-2) ce qui engendre I'endocytose du complexe ecepte- -arrestine. 3/ Re-
cyclage/Degradation. Selon la classe du R7TM, la fquestration au sein d cytoplasme va
étre beve ou prolongee. Au sein du cytoplasme le R7TM est recyat ou cegrace.

lls sont internalies et maintenus dans le cytoplasme au sein de \sicules endosomales d'a
ils peuvent engendrer entre autre un signal ERK persistant [Luttrdl et al., 2001; Ahn
et al., 2004a]. Au sein de la classe B se trouvent notamment le ecepteur gotensine
AT 15 (Famille 1a), le ecepteur FSH (Famille 1c), le ecepteura neurotensine (Famille 1)
intervenant dans la egulation de la glyemie ainsi que dans la stinulation des cetions
des hormones hypophysaires LH et prolactine. Le ecepteur vasopress 2 (Famille 1) qui
en pesence de son hormone a un e et antidiuetique fait aussi parie de la classe B ainsi
que le ecepteur neurokinine NK-1 (Famille 1), dont les ligands antagoristes pourraient
constituer une nouvelle classe de nmedicaments aux e ets anticepesseurs [Varty et al.,
2003], anti-anxiolytiques et anterretiques. Une vision synttetiq ues de quelques R7TMs et
leurs interactions avec les -arrestines est donree dans le Tableau 1.1.

Signalisation @pendante des -arrestines  Classiqguement, les R7TMs stimulent
les protines G leerotrineriques, qui contrélent la prod uction de seconds messagers
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Recepteur type de signalisation | type de signalisation
recrutement | ERK via les -arrestine
-arrestine -arrestines | egulant les ERKs

AT11p Wt classe B oui eciproque

AT1l.,a 324 classe A oui N.D.

FSH wt classe B oui co-tependante
2Adenergique wt classe A oui co-tependante
2Adenergique GRK - non -
2Adenergique PKA

PAR2 wt classe B oui co-tependante

PAR2 C-tail coupee classe A non N.A.

V2R classe B oui eciprogue

PTH1R classe B oui co-tependante

CCRY7 classe B oui N.D.

PAR 1 N.D. oui eciprogue

Table 1.1 { Les R7TMs et leurs proprees vis a vis des -arrestines [Luttrell and
Lefkowitz, 2002; DeWire et al., 2007]. La signalisation -arrestine est dite eciproque
lorsque seule une des isoformes prend parta la signalisation tandisuglle est dite co-
ependante lorsque les deux isoformes participenta la signalisabn. Notations : N.A. :
non applicable. N.D. : non determire.

et I'ouverture de canaux ioniquesa la membrane plasmique tandis ga les -arrestines
cesensibilisent les R7TMs. Cependant, des donrees ecent indiquent le recrutement,
l'activation, et lechafaudage des complexes de signalisation cytoplasiques via les deux
adaptateurs mokculaires -arrestines 1 et 2.

En particulier, les -arrestines sont impliquees dans la signalisation ERK (Tableau
1.1). Contrairementa la signalisation ERK dependante des prokeines G qui est rapide et
transitoire, le signal ERK via les -arrestines est un peu plus tardif mais soutenu (Figure
1.8). Comme au sein de la voie de cesensibilisation, la phosphorylatiodu R7TM par les
GRKs aneliore, voire joue le role de perequis au recrutement de -arrestines. Ainsi pour
plusieurs R7TMs, la phosphorylation du ecepteur par les GRKs 2 et3 (GRK 2 uniqguement
pour le RFSH) aneliore le recrutement des -arrestines en vue d'une desensibilisation
du R7TM. En revanche, les phosphorylations par les GRKs 5 et 6 ont et reconnues
comme soutien de la signalisation ERK dependante des -arrestines [Ren et al., 2005; Kim
et al., 2005; Kara et al., 2006]. Les ERK phosphoryks ne sont qu'un exemple designaux
intracellulaires induits par les -arrestines [Lefkowitz and Shenoy, 2005].

En 2007, uneetude par spectronetrie de masse aet ealiee surdes cellules HEK293 a
les deux isoformes de -arrestines ainsi qu'un R7TM, I'AT 14, ontek transfeces. Avec ou
sans stimulation par l'angiotensine, [Xiao et al., 2007] ont detece 337 proteines interagis-
sant avec les -arrestines. Parmi ces protines, 71 interagissent seulement a¢ -arrestine
1, 164 seulement -arrestine 2 et 102 avec les deux -arrestines. Cette etude relate aussi
gue les cibles des -arrestines sont pesentes partout dans la cellule. Ainsi, 53% desiloles
des -arrestines sont dans le cytoplasme, 31 % sont au sein du noyau, 5%a la mbrane
plasmique, mais on retrouve aussi des interactants dans les mitochonds, le eticulum

38



1.1. LES R7TMS ET LEUR SIGNALISATION

Figure 1.7 { Role suppos des -arrestines dans l'activation et le ciblage des MAP ki-
nases [Luttrell and Lefkowitz, 2002]. La liaison de la -arrestine au R7TM actif induit

l'assemblage d'un complexe MAP kinase. Les complexes ecepteur-arrestine-ERK sont
internalies au sein du cytoplasme. Ces ERKs ne sont pas transporg au sein du noyau
et n'induisent pas la prolieration cellulaire. Cependant, I'activation de ERK1/2 au sein
de lechafaudages des -arrestines peut favoriser la phosphorylation de dierents subdrats

ainsi que l'activation de facteurs transcriptionnels.

endoplasmique et I'appareil de Golgi. En n, cetteetude con rme que les -arrestines ont
un réle important en signalisation cellulaire et transduction du signal puisqu'un quart des
proeines identiees appartienta cette caegorie. En particu lier, cetteetude con rme que

les -arrestines agissent comme des adaptateurs et permettent la formatiode complexes
fonctionnels comprenant les membres des familles MAPK ERK, p38, JNK3 aisi que les
partenaires des phosphatases PP2A et MKP3 [Luttrell and Lefkowitz, 2002; @Wire et al.,

2007] et (Figure 1.7).

Cetteetude va au deh des interactions dcep connues et identi e au sein de l'interactome
des -arrestines des protines impliquees dans un large eventail deprocessus cellulaires
comprenant la transduction du signal (p160ROCK, MEKK1, TAK1 et PI3-kinase), I'or-
ganisation cellulaire et le mouvement (p160ROCK, SCY1-like2 et PAK-7), laegulation
du cycle cellulaire et prolieration (WeelA kinase, PAK-7, CDK et PP 2C), la syntlese et
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Figure 1.8 { Pluridisciplinarie des R7TMs et ciretiques dierent ielles entre la voie G
et la voie -arrestine [Luttrell and Gesty-Palmer, 2010]. A/ lllustration de deux v oies
largement epandues parmi les R7TMs. D'un cog, la proeine G se couple au R7TM et

induit I'activation de I'AC, de la PLC et des canaux ioniques. De l'autre les -arrestines
jouent un double role : elles desensibilisent la voie G et indusent des signaux qui leurs
sont propres. B/ Les ciretiques de ses deux voies sont opposs. Alorgue l'activation de

la voie G est imnediate et transitoire, la signalisation ependante des -arrestines est
plus tardive mais prolongee. Ceci s'applique en particuliera la phosphorylation des ERKS,
on appelleraGpERK la composante ERK rapide cependante des protine G etbpERK

l'autre cependante des -arrestines.
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le traitement d'acide nuckique (NIK, MEKK1 et SRPK2), le stres s cellulaire (PP2C), et
l'apoptose (PAK-7 et la PI3-kinase) [Xiao et al., 2007].

Recemment, la méme equipe a eali® une analyse globale des pbsphorylations en-
gendees par la signalisation cependante des -arrestines en aval du ecepteur AT [Xiao
et al., 2010]. Pour observer la signalisation cependante des-arrestines, ils ont utili un
ligand slectif (SIl) qui est incapable d'activer la signalisation cependante de la protine
G [Wei et al., 2003] (voir la section suivante pour la ce nition des ligands biaiss). La sig-
nalisation -arrestines engendre ainsi 'augmentation signi cative (plus de 30%) d 171
phosphoproktines et la diminution de 53 autres apes stimulation du ecepteur AT 1a
par Sll. Avec ses esultats, un eseau aet construit en couplant les interactions cep
carackriees et un algorithme d'inerence [Xiao et al., 2010]. Ce eseau couvre un large
eventail de fonctions cellulaires, signalisation MAPK et PI3K/AKT, la r eorganisation du
cytosquelette, I'adkerence cellulaire, la communication entrecellules, le cycle cellulaire et
le ceveloppement, voir (Figure 1.9).

Autres voies de signalisation G et -arrestines ingpendantes Les protines G et

-arrestines ne sont pas les seules esgeces intracellulaires eMdesquelles les R7TMs inter-
agissent. Ces protines sont rassembkes sous le nom de GIPs (G p#mh interacting pro-
teins) [Bockaert et al., 2004]. Par exemple, les ecepteursa sotonine (5-HTR, Famille 1),
s'associent avec PTEN (Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3hosphatase) au niveau
de la troiseme boucle intracellulaire du ecepteur 5-HT ,c [Bockaert et al., 2010]. Cette
complexation induit la dephosphorylation du ecepteur. Un peptid e geretrant inhibant
cette interaction aet tese comme nedication potentielle au t raitement de I'addiction aux
droguesevitant entre autre I'anxet comme e ets secondaires. Les ecepteur 5-HT ¢ inter-
agissent aussi avec les domaines PDZ (PSD-95-disc large-zonula oc@nd) des proeines
MPP3 (MAGUK p55 subfamily member 3) ce qui a pour e et de stabiliser le ecepteur
a la membrane plasmique et d'empécher sa cesensibilisationEn n [Bockaert et al., 2010]
liste aussi une interaction du R7TM 5-HT,c avec P11 (P11 : S100A10 ou calpactin 1 light
chain ou annexin 2 light chain) ayant pour action I'adressage du ecepteua la membrane
et un e et anticepresseur.

D'autres proeines membranaires ou cytosoliques peuvent lier leRR7TMs et ou étre
activees en aval d'un R7TM, c'est le cas de mTOR et 14-3-3. Ces deux preines sont
particulerement impliguees dans la signalisation intracellul aire, comme -arrestines, elles
sont au coeur de carrefours de signalisation. La 14-3-3 est capable de se liera une
multitude de protines en ciblant des motifs ®rine/theonin e. [Jin et al., 2004] recense des
interactions avec 0.6% du ggcnome humain dont 44% sont des proeines de@ansduction du
signal. MTOR, est quanta elle une prokine aux multiples sites de phosphorylation qui,
selon les combinaisons actives, engendre dierentes voies deggialisation. La signalisa-
tion des R7TMs est vaste et varee, beaucoup de donrees sont disponibs, cependant les
principales voies de signalisations connues onteeenone@es céessus.

1.1.2.5 Importance du ligand

La signalisation intracellulaire et ses egulations sont des mecanismes complexesA
cela, s'ajoute la multitude de ligands qui peuvent &tre reconnuspar un méme R7TM
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Figure 1.9 { Reseau inEe du phosphoproeome tependants des -arrestines ainsi que des
eactions cea connues et cetailees dans la literature [Xi  ao et al., 2010]. Dans les rectangles
verts, les prokines identiees dans le phosphoproeome cependant des -arrestines. Dans
les ellipses orange, les protines qui interagissent directemeavec les -arrestines. Dans
les hexagones roses, les protines pesentes dans le phosphopaie et l'interactome des

-arrestines. Dans les rectangles gris, les n uds de egulations conas mais absents des
deuxetudes. Les eches rouges repesentent les egulations ;les lignes noire, les interactions
avec les -arrestine; les lignes en pointiles, les egulations des protnes carrefour.

et engendrer dierents signaux. C'est un des principes des nmelicaments qui copient un
messager ou en cee un nouveau en vue de modi er la signalisation duecepteur cible et
d'obtenir les e ets tterapeutiques souhaies. Une premere classi cation des ligands aee
etablie en fonction du ecepteur cible mais aussi en fonction de la nie qu'ils ont pour

le ecepteur ainsi que de l'intensie de la eponse compaeea celle du ligand endogne.
Ce concept conduita quatre groupes : les agonistes complets qui mimérexactement
l'activie du ligand endogene, les agonistes partiels qui donnent une eponse plus faible,
les antagonistes qui ne produisent aucun signal mais occupent le epteur et les agonistes
inverses diminuant la eponse basale.
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Nouveaux concepts La classi cation propose ci-dessus ne tient compte que d'une
eponse intracellulaire alors que, comme nous venons de le voir les RMs engendrent
plusieurs voies de signalisation. Un ligand va etre juge agoniste car ikeproduit l'aug-

mentation d'une espece activee par le ligand endogene. Qu'en esil des autres especes
mokculaires pesentes au sein des dierentes voies de signadiation ? Recemment, plusieurs
etudes ont monte qu'un agoniste n'implique pas forement une activationequivalente de

I'ensemble des voies de signalisations coupkes au ecepteur (fure 1.10). Les ligands
peuvent activer flectivement chaque voie avec une e cacie propre : agoniste pour la
premere, antagoniste pour une seconde et agoniste inverse pour une rhere par exemple

[Kenakin, 2002; Galandrin and Bouvier, 2006; Violin and Lefkowitz, 2007; Urban et al.,

2007].

Figure 1.10 { Diversit de signalisation R7TM [Galandrin et al., 2007]. a/ Repesentation
schematique des voies e ectrices engendees par l'activation din R7TM ainsi que le type
d'activie controéke. De telles activies incluent la modu lation des voies de signalisation
ependantes ou incependantes de la prokine G, la desensibiisation et I'endocytose. b/
Repesentation sctematique de I'e cacit ligand-biaise, 0 u les trois types de ligands peu-
vent induire et / ou stabiliser les conformations des ecepteurs derentes et promouvoir

des eponses distinctes.

Exemples de ligands biaigs Les premiers ligands biaises analyes comme tels ont
et diriges vers le ecepteur muscarinique (CHRm1). Ces ligands sont des analogues de
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l'actylcholine, ils ontee teses dans dierents mocdel es animaux pour la maladie d'Alz-
heimer. Certains ont monte des e ets positifs sur les processs mremotechnique et peuvent
étre consicees comme traitement potentiel. Alors que le ligand endogene induit le couplage
aux proeines G s et G g pour produire de 'AMPc et de la PLC, les ligands biaises
empéchent le couplagea G s et favorisent le couplagea G g. lls activent donc de facon
biaie la voie de signalisation cependante de la prokine G g [Fisher et al., 1993].

Depuis, plusieurs ligands biai®es ontet repees ciblant d ierents R7TMs. C'est le cas
du bloquant propranolol, qui agit sur le ecepteur 2-adenergique comme un agoniste
inverse au niveau du couplagea G s et donc inhibe la production d'AC et de PKA tandis
gu'il agit en tant qu'agoniste partiel au niveau d'une production de ERK G-incependante
qui engendre la transcription du gene CRE [Baker et al., 2003] et (Figue 1.11). [Azzi et al.,
2003] ont monte que ces ERKs tependaient des -arrestines. Le propanolol est donc plus
peciement un agoniste inverse pour la voie G et un agoniste partielde la voie -arrestine.
Ce type de ligands n'est pas propre au ecepteur 2-adenergique. SR121463B, un agoniste
inverse du ecepteur vasopressine 2 pour I'AC permet toujours lgproduction de ERK1/2
et cela aussi aet monte cependant des -arrestines.

Des e ets similaires ontet obsenes pour deux ligands ciblant le R7TM H3-histamine.
Le premier, le proxyfan, est un agoniste partiel pour l'activie MAPK , le recrutement de la
proeine G sala membrane ainsi que la diminution du signal AMPc et un agoniste inverse
pour la production d'acide arachidonique. Le deuxeme, le ciproxfan, est un antagoniste
pour l'activie MAPK, un agoniste inverse pour le recrutement de la proeine G sa la
membrane, pour le signal AMPc qu'il augmente ainsi que pour la productin d'acide
arachidonique [Gbahou et al., 2003]. Nous citerons aussi les ligands TICP (TyFicpsi
[CH2-NH]Cha-Phe-OH) et ICI174864 qui diriges vers le R7TM -opioid, diminuent la
guantie AMPc tout en maintenant la eponse ERK [Audet et al., 2005].

FSH et Angiotensine I En n, les ecepteurs FSH et AT 14 admettent au moins deux
voies de signalisation incependantes : cependante des proktiness et cependantes des -
arrestines (cetails dans les section suivantes). Pour ces deux RMIs, il existe aussi des
ligands biaies. C'est le cas du thiazolidinone pour le RFSH dont un de analogues agit en
tant qu'agoniste de la voie G s et de la voie G i ce qui a des e ets mixtes sur la signalisa-
tion [Arey et al., 2008]. Tes ecemment au sein de lequipe BIOS deux esultats mettent en
evidence des activations biaises du ecepteur dues au ligand. Aisi, [Wehbi et al., 2010b]
ont monte qu'une LHequine partiellement deglycosyke adressee au ecepteur FSH au sein
de cellules HEK activait petrentiellement la voie dependan te des -arrestines. Et, [Wehbi
et al., 2010a] met en lumere les proprets de signalisation de certans anticorps naturelle-
ment produit par des brebis en eponse a une stimulation gonadotrophine chorionique
equine (eCG) en vue d'une inemination arti cielle. En liaison avec certains anticorps, la
FSH endogene a une activie biaiee. In vivo, les anticorpsetudes donnaient de meilleurs
taux de eussitea l'inemination.

Pour le R7TM a l'angiotensine I, il existe une multitude de nmedi caments ciblant
le RAT 14 en vue de soigner I'hypertension. Et, comme pour le RFSH, le RAJx ad-
met au moins deux voies de signalisation incependantes : cependantales proeines G
et cependante des -arrestines. [Wei et al., 2003] propose un ligand slectif de la voie

44



1.1. LES R7TMS ET LEUR SIGNALISATION

Figure 1.11 { Repesentation caresienne des prols d'e cacie des ligan ds teses sur

le R7TM 2-adenergique [Galandrin and Bouvier, 2006]. Les axes repesentent la/oie

AC en abscisse et la voie MAPK ERK1/2 en ordonree. A/ Pro| d'e cacie d es ligands
sur le ecepteur 1-adenergique. B/ Prol d'e cacie des ligands sur le ecepteu r 2-

adenergique. Les coordonrees sont obtenues a partir des tableaux gurant en dessous
des graphiques. On retrouve les caractristiques du propanolol (Prop agoniste inverse au
niveau de la production d'AC et agoniste partiel au niveau d'une prodiction de ERK pour

le ecepteur 2-adenergique.

Abeviations : Inv : agoniste inverse, Ago : agoniste.

Noms des ligands : Iso : isoproterenol, Lab : labetalol, Buc : bucindolol, Carv carvedilol,

Prop : DL-propanolol, Bis : bisoprolol, Met : metoprolol, At : atenolol.

-arrestine en cdecrivent la signalisation du ligand du SlI ([sarcosirel,lle4,lle8]Ang II)
uniquement cependante des -arrestines. C'est d'ailleurs avec ce ligand qu'aet produit
le phosphoproeome de la voie -arrestine [Xiao et al., 2010].

Dans la suite de l'introduction, nous pesenterons avec plus dektails la biologie des
ecepteurs FSH et angiotensine 1A, deux R7TMs sur lesquels notre avail s'est concente.
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1.2 Le ecepteur de la FSH

Le RFSH est la cible de I'hnormone folliculo-stimulante (FSH), fortement impliguee dans
la egulation de la garetogerese male et femelle chez les mamméfres. Chez I'homme, la
recherche de mode de contraception, l'augmentation des probemesedfertilie, ainsi que
diverses mutations geretiqgues du RFSH ou de la FSH gardent des zogs d'ombre ou n'ont
pas encore de traitements adapes. Au niveau des animaux de rente, ledeveurs font
massivement appela l'inemination arti cielle qui implique | 'utilisation de eCG comme
agoniste des RFSH et RLH, ce qui est une source potentielle de probtes sanitaires
et n'est pas toujours e cace. Un pealable pour apporter des eponsesa ces dierents
probemes est de comprendre comment agit la FSH au niveau de ses adls cibles.

Physiologie  La fonction de reproduction chez les mammitres est contréke parles go-
nadotrophines hypophysaires : la LH et la FSH. Ces gonadotrophines sont symetiees et
fcekes par I'hypophyse anerieure en eponsea une sti mulation pulsatile de GnRH et
vont intervenir dans la maturation des ganetes. Chez la femelle, leggarrete est I'ovule, il est
produit par I'ovaire. Les ovules proviennent d'ovogonies qui prolerent durant le cebut de

la vie embryonnaire. Cette multiplication des ovogonies cesse puises cellules germinales
s'entourent de cellules de granulosa pour former des follicules. Larelle pesente ainsi un
nombre maximal de cellules germinalesa la naissance. Cette quargitva diminuer au cours
de la vie : les follicules peuvent cegererer ou produire uneovulationa partir de la pubere.
L'ovulation est I'expulsion d'un ovule fertile ; préta étre f econde. Au sein de ce syseme,
la FSH aidea la maturation des follicules ovariens en induisant leu croissance. Pour ce
faire, la FSH cible ses ecepteurs sitles en majoriea la surface des cellules de granulosa
et induit la prolieration et la dierenciation de ces derner es (Figure 1.12). La FSH induit
aussi la formation de I'antrum au sein des follicules et la maturation de ovocytes. Une fois
I'ovocyte mature, la LH dont la quantie augmente transitoirement, provoque l'ovulation
et la lukinisation.

Chez le méle, le ganete est le spermatozode, il est contenu dang$ tubes £minieres
des testicules. Contrairement aux cellules germinales femelleges spermatogonies, dont
sont issus les spermatozodes, ne vont pas s'arréter de prolifer au cours de la vie. Par
contre, les cellules de Sertoli, cible majoritaire de la FSH, cessat de se multiplier avant la
pubere. Ces cellules agissent sous l'action de la FSH comme desllcdes nourriceres des
spermatogonies et aidenta la maturation en spermatozodes. Un troistme type de cellule
joue un réle dans la spermatogerese, ce sont les cellules de LeyfiElles sont sittees autour
des tubes £minitres et en eponsea la LH, sont responsables & 95% de la production de
testoserone, une hormone dont cepend principalement la spermabgerese adulte (Figure
1.12).

Pathologies leesa la FSH Des anomalies dans la structure de la FSH ou de son
ecepteur (RFSH) conduisenta des probemes de fertilie. Ainsi, une mutation de la sous-
unie de la FSH aet dcrite pour les deux sexes. Tous etaient seriles, cependant,
les conequences chez les hommes sont moins ®\eres, malgeuteazoospermie, ils ont
une pubert normale [Layman et al., 2002]. D'autre part, diverses mutations du RFSH,
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Figure 1.12 { Repesentation sctematique de coupes dans le testicule et'dvaire
(http ://pst.chez-alice.fr/svtiufm/vie.htm). Il y a analogie entre les cellules de Leydig bor-
dant les tubes minitres et les cellules de theque des fticules, ces deux types cellulaires
produisent des serodes en eponsea la LH pour soutenir la gametogerese. De méme les
cellules internes : les cellules de Sertoli et les cellules deanulosa sont les cibles de la FSH
et nourrissent les futurs ganetes.

comme par exemple Alal89Val, conduisenta une hypofertilie chez leshommes et un arrét
de la croissance folliculaire chez les femmes empéchant I'ovuiah [Tapanainen et al., 1997;
Aittomaki et al., 1995].

Structure  Le RFSH fait partie de la famille 1¢ des R7TMs selon le classement de [Bk-
aert and Pin, 1999]. Chez I'humain, le RFSH aek cartographe sur le chromosome 2 et con-
tient 695 amino-acides pour 78kDa. Il est muni d'un domaine extra-cellulaie preeminent
et xe la FSH entre l'arginine 265 et la frine 296 [Liu et al., 1994; Fan and Hemrickson,
2005] (Figure 1.13). Cependant l'inegralie du domaine N-terminal est necessaire au bon
fonctionnement du RFSH. Il est compo% de domaines riches en leuas qui lui conkrent
une structure en fera cheval. Sept domaines trans-membranairesusvent le domaine extra-
cellulaire. On notera l'importance du motif d'acides amires ERW present au sein de la
deuxeme boucle intracellulaire, il permet la liaison du ecepteura la proeine G [Timossi
et al., 2002]. Enn, le RFSH est constittle d'un domaine C-terminal int racellulaire, les
multiples rines et theonines forment 14 sites de phosphorydtions (Figure 1.13).

Lorsque la FSH vient se xer au sein du domaine extra-cellulaire, et entrane un
changement de conformation, depart de la signalisation.

1.2.1 Reseaux de signalisation de la FSH

Suitea la liaison de la FSH, les passages transmembranaires Il et IV baent I'un par
rapporta l'autre et likerent le site d'interaction du RFSH avec la prokine G.
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Figure 1.13 { Structure du ecepteur FSH humain [Bogerd et al., 2005]. Il est conpo®

d'un domaine extra-cellulaire important comportant des squences iches en leucine in-
duisant une structure en fera cheval. Ces domaines riches en leines sont indigues par
des eches noires. Le site de liaison de la FSH est indigue en veret corresponda la suite

d'acide amires [Arg265 .. Ser296]. Suit les 7 domaines trans-membranairesinsi que la
partie C-terminale au sein du cytoplasme. La protine G vent se xer sur le motif ERW

au cepart de la seconde boucle intracellulaire (en orange). De nombreusites de phos-
phorylation sont pesents au sein de la queue C-terminale et des batles intracellulaires
(en violet), ce sont les srines et les theonines. En n, le RFSH subit des transformation
post-traditionnelle comme la palmitoylation du C terminal repese ne par un zigzag gris

et permettant un point d'ancrage dans la membrane.

1.2.1.1 Voie G s/AC/AMPc/PKA

Une partie de la signalisation decoule du couplage a la proeine G keerotrinerique
contenant la sous-unie s [Dattatreyamurty et al., 1987]. Cette sous-unie G s vaechanger
son GDP contre un GTP et activer |'acenylate cyclase (AC). L'AC conve rtit ensuite 'ATP
en AMPc, principal second messager de la FSH. L'AMPc est eguk regatvement par les
PDEs et peuta son tour activer la PKA.

PKA egulateur des MAP kinases La PKA induit I'activation de la cascade MAPK
Raf/MEK/ERK dans les cellules de granulosa [Cottom et al., 2003], dans les cdlles de
Sertoli [Cepieux et al., 2002] et dans les cellules HEK293 sur-exprimnt le RFSH [Kara
et al., 2006]. Dans les cellules HEK293, en inhibant PKAa l'aide de H89, [Kara gal.,
2006] ont monte que les ERKs cependantes de PKA,GpERK, etaient actives de manere
rapide et transitoire (Figure 1.14). Il est suppo® que cesGpERK fornes au sein du
cytoplasme migrent au sein du noyau. Dans les cellules de granulosa, IEpERK inhibent
I'expression de StAR (Sterodogenic Acurate Regulatory protein), ure enzyme prenant
parta la formation de progestrone [Seger et al., 2001]. Dans la granulosa comendans
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les cellules de Sertoli issus de rats pepuleres, les ERK sontecessaires a la eponse
prolierative induite par la FSH [Cepieux et al., 2001; Kayampilly and Menon, 2004].

Outre les ERKSs, la PKA active p38. Dans les cellules primaires de gramosa, la PKA
aek montee comme etant recessaire et su sante pour phosphory ler la protine kinase
p38 sur la treonine 180 et la tyrosine 182 [Maizels et al., 1998]. En e et, uninhibiteur
de PKA (H89) annule totalement la formation de Pp38f T hr 18C; T yr182y tandis que sans
stimulation FSH, la forskoline (activateur de I'AMPc en aval de PKA) e tablit le signal
Pp38. Cette Pp38 va ensuite phosphoryler Heat Shock Protein 27 (HSP-27). &te dernere
phosphoprokine est responsable d'une eorganisation des laments Gctine au sein de la
cellule de granulosa immature, ce qui peviendrait ces cellulesle granulosa en maturation
de l'apoptose. En n, comme ERK, p38 inhibe StAR et la production de sérodes qui en
cecoule.

PKA impliqee dans l'activation de facteurs de transcriptions La PKA active
aussi le facteur de transcription CREB et son egulateur CREM, tous deux sont essentiels
au bon ceroulement de la spermatogerese [Scobey et al., 2001]. L'expnce le montrant
a consiskea exprimer un mutant de CREB non phosphorylable au sein & cellules de Ser-
toli e-injecees au sein des tubes minieres de rats. Cda a conduita une aleration de
la spermatogerese, les cellules germinales sont entees en apoptoavant d'étre matures.
Au sein des cellules de granulosa et apes stimulation FSH, CREB va awss soutenir la
ganetogerese en stimulant I'expression du ecepteur LH en vue dupic ovulatoire et en
favorisant I'expression de I'aromatase capable de transformer la testesone produite pas
les cellules de theque en oestradiol [Carlone and Richards, 1997]. La PKinduit une mul-
titude d'autres facteurs de transcription, parmi lesquels : NF- B (nuclear factor-kappa B),
SF-1 (steroidogenic factor 1), USF (upstream stimulating factor), NF-1, HIF-1  (hypoxia-
inductible factor 1 ) et C/EBP (CCAAT-box/enhancer-binding protein ) [Lecureuil
et al., 2007]. Plus gereralement, la majorie des genes cibles @ la FSH n'ont pas deEments
de eponsea I'AMPc et la PKA active une majorit des genes en reponsea la FSH mais pas
tous, d'autre voies de signalisation impliquant entre autre PKB sont esentielles [Salvador
et al., 2001; Zeleznik et al., 2003; Escamilla-Hernandez et al., 2008].

PKA egule la traduction D'autre part et plus ecemment, la PKA aekt impligee
dans la egulation de linitiation de la traduction. En e et, PKA va p hosphoryler p70S6K
sur les sitesf T hr 389, Ser421=424g au sein des cellules de Sertoli et sur le siteT hr 389y au
sein de cellules de granulosa. La Pp70S6K entraine ensuite I'activationgp phosphorylation
des protines rpS6 impliguees dans des complexes d'initiatiorde la traduction [Alam et al.,
2004; Lecureuil et al., 2005].

1.2.1.2 Voie G s/PI3K/PKB

D'autres voies de signalisation existent en aval de 'AMPc incepenéamment de la PKA.
Au sein des cellules OSE, [Choi et al., 2009] ont monte que la FSH favosait la croissance
cellulaire. lls ont decouvert que cette egulation intervenait v ia les voies de signalisation
AMPc/Epac/PI3K et AMPc/Epac/ERK1/2. La PI3K (Phosphoinositide 3-kinase), aussi
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activee directement par la sous-unie G s va jouer un réle sur la phosphorylation de
p70S6K et ce de facon compkementairea PKA. PI3K convertit le PIP2 en P IP3, ce dernier
active en s'y complexant la PDK (phosphoinositide-dependent kinas). La PDK phospho-
ryle ensuite PKB (protein kinases B) qui active Rheb (Ras homolog eniched in brain)

et par conequent mTOR (Target of Rapamycin) [Stokoe et al., 1997; GonzaleRobayna
et al., 2000; Alam et al., 2004]. MTOR agita son tour sur dierents facteurs de t ranscrip-

tion tel HIF-1 [Alam et al., 2004], mais aussi sur la phosphorylation des site$ T hr 389y et

fSerd21=424g de la p70S6K. Cette egulation de p70S6K a un impact sur l'activation de
la protine ribosomale S6 et sur EIF-4B qui egulent la traduction. Dans la partie esultats

de cette these, nous pesenterons uneetude et une mockliation dynamique des dierentes

formes phosphorykes de la p70S6K dans les cellules de Sertoli primas [Musnier et al.,
2009].

1.2.1.3 Autres voies agpendantes de G setG i

Voie G s/Epac/Rap Toujours en aval d'Epac, au sein de cellules de granulosa, [Wayne
et al., 2007] ont obsene, qu'apes stimulation par la FSH, Epac induit I' activation de Rap
qui ceclenche la cascade MAPK p38 cette fois independamment de |&PKA.

Voie G i Au sein des cellules de Sertoli, [Loganzo and Fletcher, 1992] ont monte cula
voies G s, actiwe par la FSH, egule regativement la formation des mRNAs codart pour
les sous-unies G i-1 et G i-2 et positivement les mMRNA codant pour la sous-unies G i-
3. Or, [Eskola et al., 1998] montrent qu'au sein des cellules de Sertoli AMPc augmente
de facon plus signi cative lorsque G i est inhilee en pesence de FSH. Plus peciement,
les proeines G contenant une sous-unie i-2 inhibent la voie G s/AC. On a alors une
boucle de etroaction positive de la voie G s/AC sur elle méme.

Comme pour les autres R7TMs, les dierentes voies ceclencteegar les proeines G ont
longtempset consiceees comme l'unique signalisation du RFSH. Mais, petita petit, au
sein des gonades, d'autres e ecteurs ont monte leur importance comm les -arrestines.

1.2.1.4 Signalisation inc&cpendante des proeines G

Phosphorylation du ecepteur par les GRKs Les -arrestines sont majoritairement
recruees au ecepteur lorsqu'il est phosphoryk. Le ecepteur FSH comporte quatorze sites
de phosphorylation (surligres Figure 1.13). Soit d'innombrables combiraisons de phos-
phorylations possibles (24) et autant de modulations du signal. Par la suite, nous allons
consicerer deux combinaisons de phosphorylatiori P 1g et f P 2g. La premere combinaison
est le esultat des GRKs 2 tandis que la seconde est le esultat ds GRKs 5 et 6 (Figure
1.15). Remarquons que cette dierenciation s'est e ectiee en fondion de la similitude des
e ets produits par les deux couples de GRKs [Kara et al., 2006].

Une fois phosphorye le ecepteur FSH recrute les -arrestines 1 et 2 [Marion et al.,
2002; Marion et al., 2006]. Ces protines dechafaudages etablissent un conmipxe stable
avec le ecepteur. Le RFSH est donc un R7TM de classe B. Puis, ce cqfexe est internalie
par un processus cependant des clathrines.
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Induction des MAP kinases ERK par la voie des -arrestines  Les ecepteurs
phosphoryks par les GRKs 5 et 6 induisent une signalisation ERK. LesERK phospho-
ryes provenant de la voie GRK56/ -arrestines PpERK) apparaissent plus lentement. Une
deuxeme dierence avec la voie G se situe au niveau de leur loalisation sub-cellulaire.
Alors que lesGpERK sont transees au sein du noyau, lesbpERK restent questees
dans le cytoplasme.

Figure 1.14 { L'activation du RFSH induit une augmentation des ERK phophoryks p ar
deux voies de signalisation distinctes [Kara et al., 2006]. A/ et B/ En inhibant ®lectivement
la PKA et les -arrestines, on observe la partGpERK et la part bpERK au sein de
signalisation ERK. C/ et D/ On observe l'implication oppo®e des GRK2 et GRKS5 et 6
dans la signalisation ERK.

1.2.1.5 Desensibilisation du signal FSH

La cible classique de la cesensibilisation du RFSH est I'AMPc. Das un premier temps,
le couplage du ecepteura la proeine G s est inhite a n de diminuer la formation d'’AMPc.
Cetetat esulte des phosphorylations du ecepteur par les GRKs ainsi que du recrutement
des -arrestines [Troispoux et al., 1999; Marion et al., 2002]. Les -arrestines vont par-
ticipera l'internalisation du ecepteur. Une fois au sein du cyt oplasme ce ecepteur n'induit
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plus d'AMPc, il peut engendrer d'autres voies de signalisation commees bpERK dkcrit
ci-dessus, &tre recyck ou cegrack. En paralele, la PDE augmente en eponsea la FSH et
inhibe directement I'AMPc [Conti et al., 1982; Levallet et al., 2007].
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Figure 1.15 { Reseau de signalisation de la FSH comprenant les voies dependaes des protines G et des -arrestines, les
egulations de p70S6K qui seront cktailees dans un mockle de signaisation au sein de cellules de Sertolia deux stades de
teveloppement (en vert, les catalyses pesentes en prolieation et en rouge celles pesentes au stade dierence)



CHAPITRE 1. INTRODUCTION

1.3 Le ecepteur de type 1A de l'angiotensine

Le deuxeme R7TM que nous avonsetude est le ecepteur cible de I'angiotensine II.
C'est un R7TM moctle dont le eseau de signalisation est cep bie netude. Des similitudes
au sein des eseaux de signalisation FSH et angiotensine existent, eme si les fonctions
physiologiques qu'ils egulent sont vraiment dierentes.

Physiologie  L'angiotensine Il est un puissant vasoconstricteur Elle provoqued diminu-
tion du dianetre des vaisseaux et esta l'origine d'une activation des muscles lisses de
l'organisme. Ces muscles lisses tapissent entre autres les afibles mais aussi l'uerus. I
existe cing types de ecepteursa l'angiotensine Il : AT1, AT2, AT3, AT4, AT5. Les deux
premiers sont les plus fequemment etudes et I'AT1 est consicke comme le principal
responsable des e ets de I'hormone. L'AT2 est un R7TM qui a des e etsantagonistes
(vasodilatation), il est tes actif chez le foetus puis son importance s'inverse avec I'AT1
chez l'adulte. L'AT1 est aussi un R7TM pesent dans le rein, le foie la glande surenale,
mais aussi au niveau du syseme cardiovasculaire et du cerveau. L'angiehsine Il induit
uneekvation de la pression arerielle en ciblant le syseme cardiovasculaire mais aussi en
prenant parta la egulation du volume sanguin. Pour cela, I'angiotensine Il est tes leea
I'absorption ou relargage de liquide et d'ions dans le sanga partir des ni@s. L'angiotensine
peut entramer une sensation de soif au niveau du cerveau, toujoursqur augmenter indi-
rectement le volume sanguin, ce qui a pour congquence une augmenian de la pression
arerielle (Figure 1.16).

Pathologies leesa la signalisation angiotensine Il La principale pathologie leea
l'angiotensine est I'hypertension. Ce probeme est tes epandu et tes largement traie,

il fait partie des 5 grands ttemes de recherche des entreprisesharmaceutiques. De nom-
breux medicaments antihypertenseurs existent. Certains inhibent la enine qui convertit
l'angiotensinogene en angiotensine Il (Figure 1.16). D'autres nedicaions, abeges ICE,
bloguent I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE). En n, wn troiseme nmecanisme
propose des agents actifs agissant comme antagonistes du ecepteur a I'giotensine Il
(abege ARA2) c'est notamment le cas du valsartan et du losartan.

Les ICEs et ARA2 inhibent l'activie angiotensine Il et empéchent le etrocontrble
regatif de la signalisation angiotensine sur la £cetion de enine. La enine s'accumule et
induit I'expression des ecepteurs AT2 responsables de vasolditation. Pour cet ensemble de
raisons, le RAT1a est I'objet de nombreux travaux hotamment concernant ses nmecanisme
de signalisation cellulaire. 1l constitue egalement un R7TM mockle pour letude de la
signalisation -arrestine. C'esta ce titre que nous avons aborce letude de ceecepteur.

Structure du RAT 14 Tout d'abord, comme le RFSH, le RAT1 fait partie de la famille

1 des R7TMs. Il appartient au sous-groupe la des ecepteurs de type ddopsine. Chez
I'hnumain, le RAT 1 aet cartographe sur le chromosome 3 et contient 359 amino-acides
pour 41kDa. Au cours de cette these nous avons travaile sur des cellies HEK 293 expri-

mant le RAT ;4 de rat. Comme indigea la gure 1.17, le RAT 14 pesente un ectodomaine
beaucoup plus court que le RFSH. Il possde un motif DRY (Asp, Arg,Tyr)a la n du
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Figure 1.16 { lllustration issue d'un article wikigedia. L'angiotensine est issue d'une con-
version d'angiotensinogene. Cette prokine inactive est produte par le foie puis transfornee
par la enine et I'enzyme de conversion de l'angiotensine (I'ACE) Lorsque la pression
baisse, la enine stimule la conversion d'angiotensine. L'angioterige Il va se xer sur ses
R7TMs et favorise lekvation de la pression arerielle par les dierents mecanismes dcrits
ci-dessus.

domaine transmembranaire Il fonctionnellement comparable au motif ERW (Glu, Arg,
Try) du RFSH. Son domaine C-terminal contient 13 srines et theonines potentiellement
phosphorylables.

1.3.1 Signalisation de I'AT 1

Comme pour la plupart des R7TMs, il a d'abord ek identie que le R AT ;4 Se cou-
ple aux proeines G. Cependant, alors que le RFSH active se couple pErentiellement
au proeines G s, le RAT1a une fois actiwe recrute principalement les protines G g/11
[Shirai et al., 1995]. Un paralkle peut s'e ectuer entre les eseauxFSH et angiotensine II,
les ciretiques d'activation des ERKs sont comparables (Figures 1.8, 14 et 1.20). Cepen-
dant, au niveau de la voie de signalisation ERK dependantes des proties G le ecepteur
angiotensine admet comme initiateur de la cascade ERK la voie Gg/PLC/PKC.

1.3.1.1 Signalisation egtpendante des proeines G

Voie G (¢/PLC/Ca La principale voie d'action du AT ;o passe par le couplage du
ecepteur aux proeines G ¢ [De Lean et al.,, 1980; Samama et al., 1993; Milligan and
Kostenis, 2006]. L'activation de la proeine G apes couplage du ecepteura l'angioten-
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Figure 1.17 { Structure du ecepteur AT ;5 (rat) [Wei et al., 2003]. Contrairement au
RFSH, le RAT ;4 admet un N-terminal de petite taille. Des ponts disulfures sont forres
entre les esidus extra-cellulaire Cys18 et Cys274 ainsi qu'eng Cys101 et Cys180. Enn,
comme pour le RFSH, le motif DRY est surligre en orange et sa mutation en AX donne
un ecepteur mutant incapable de recruter les protines G.

sine Il induit un recrutement immediat des PLC- 1, PLA, (Phospholipase A 2) et PLD
(Phospholipase D) [Mehta and Griendling, 2007]. Les sous-unies des prokines G sont
e ectrices de ces activations de phospholipases [Ushio-Fukai et al., 1998shio-Fukai et al.,
1999].

La PLC va induire une augmentation d'IP3 et de DAG en quelques seconde L'IP3 va
se complexera son ecepteur sittea la membrane du eticul um endoplasmique et induire
une augmentation de calcium dans le cytoplasme. Le calcium va aller se teela calmodulin
et activer les MLCK (MLC, myosin light chain kinase). Puis, les MLCK von't induire la
phosphorylation des chames egeres de myosine (MLC, myosin lighchain). Ces MLC vont
alors consommer un ATP pour se courber et interagir avec les laments dictine pour
provoquer la contraction des cellules musculaires lisses vasaire (CMLV) responsable de
I'e et vasoconstricteur [Horowitz et al., 1996]. La egulation de ce mouvement passe par la
tephosphorylation de MLC par des MLCP (myosin light chain phosphatase). Lorsque ces
MLCP sont inhikees par la Rho kinase, la contraction est prolongee [Jn et al., 2006]. Il a
mémeek montee que sans Rho, le calcium ne pouvait pas agir sur leslaments d'actine
[Uehata et al., 1997].

La PLD va induire de l'acide phosphatidique (PA)a partir de phosphati dylcholine
(PC). Ce PA va soutenir la eponse DAG [Mehta and Griendling, 2007].
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Signalisation MAPK ERK1/2 En paralele de I'IP3, le DAG active PKC. La PKC
induit l'activation d'une prokine initiatrice de la cascade ERK, Ras, par un echange
GDP/GTP. Puis cette protine va phosphoryler une MAPKKK : Raf. Cet te kinase vaa
son tour phosphoryler la MAPKK de la cascade : MEK1/2. En n, cette derni ere kinase
active les MAPK ERK1/2. L'activation de ces MAPK ERK conduita une augmentat ion
de I'expression des genes c-fos. En paralkle, la MAPK JNK va indure c-jun. En se com-
plexant, c-fos et c-jun forment I'reerodimrere AP1 qui est un facteur de transcription. En
eponse a l'angiotensine Il, les MAPK vont alors induire la diere ntiation, migration et
adfesion cellulaire en se complexanta des promoteurs de ggnes. Nauappellerons les ERKs
phosphoryks au sein de la voie G .GpERK . CesGpERK ont une ciretique d'activation
rapide et beve et sont transpores au sein du noyau (Figures 1.8 et 120) [Ahn et al.,
2004a].

Enn, la PKC phosphoryle la p47 phagocyte oxidase (p47phox) ce qui a poue et
l'activation du complexe enzymatigue NADPH oxidase qui catalyse le trarsfert delectron
du NADPH et induit de multiples radicaux libres oxydant (ROS) [Bro wn and Griendling,
2009] et (Figures 1.18, 1.19 et 1.21). Comme illuste (Figure 1.19), la NADPH oxydas est
capable d'activer les cascades MAPK p38 et JNK.

p22phox

nox2

cytoplasme

Figure 1.18 { La NADPH oxidase est un complexe enzymatique forrme de 6 sous-uei :
p22phox et Nox 2 qui sont transmembranaires ainsi que p40phox, p47phox, p6Apx et
Rac cytoplasmique. En mauve, la p47phox a particulerementet etudee, elle comporte un
domaine d'homologie phox, deux domaines d' homologie src 3 (SH3) et une egioauto-
inhibitrice (AIR) ainsi que plusieurs sites de phosphorylation erire les Ser303 et Ser379
[EI-Benna et al., 2009]. La NADPH oxidase est activee par l'angiotensine demanere
directe, rapide et beve en aval de la PKC qui agit sur p47phox. En beu, Racl qui est une
cible de la transactivation du ecepteur EGF par l'angiotensine et permet l'activation de
NADPH oxydase de facon plus lente et soutenue [Brown and Griendling2009] et (Figure
1.21)
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Figure 1.19 { La NADPH induit la production de ROS qui conduit a l'activation
de kinases sensibles a une oxydoeduction mais aussia l'inactiation de phosphatases
speci ques. Il en esulte une modulation de I'expression gnique. L'impact de I'oxydase
NADPH se ressent dans l'adlerence cellulaire, la migration des monodes/macrophages,
dans la prolieration et la survie de plusieurs types de celluls vasculaires, |'apoptose,
I'in ammation et le remodelage de la matrice extra-cellulaire. [Griendling et al., 2000;
Lasegue and Griendling, 2010]

Signalisation MAPK p38 et JNK Ces cascades sont soutenues par l'activation via
le RAT 14 de la proeine G 11/12 qui va induire l'activation de la kinase Rho qui a son
tour active la petite proeine G Rac. La petite prokine Rac est imp liguee dans l'initiation
des cascades p38 et JNK. Une fois active, Rac va activer les MAPKKK TAK (TGFbeta
activated protein kinase) et TAO (thousand-and-one amino acids) pour lacascade p38 et
MEKKZ1-3 pour la cascade JNK. Ces kinases vonta leur tour phosphoryler & MAPKK de

la cascade. Pour la cascade p38, il s'agit de MEK3 et MEK6 et pour la cascadeNK de
MEK4. En n, ces derneres kinases activent les MAPK JNK et p38 [Touy z and Schi rin,
2000].

Comme au sein du eseau FSH, la Pp38 induit une phosphorylation de la dwperone
HSP-27 qui va peserver et stabiliser les prokines intracelldaires.

Signalisation a&épendante des tyrosines kinases de la famille src Le RAT 14 induit
aussi l'activation de Src, une tyrosine kinase impligiee dans un lageeventail de phospho-
rylations et activations de protines intracellulaires. Src est enfait activee par le complexe
G et de manere cependantes de ROS. Src active Ras, FAK, JAK/STAT, et PLC . Ce
deuxeme necanisme d'activation de la PLC aet identie B cemment. Apes interaction
avec la PLC dpendante de l'activation des proktines G, le ecepteur se conplexea la
PLC , ce processus permet d'activer la cascade MAPK Raf/MEK/ERK et de faire durer
la vasoconstriction initee par PLC 1 [Mehta and Griendling, 2007]. Src va induire la cas-
cade MAPK JNK via FAK et soutenir I'expression de c-jun et la formation d '‘AP1 qui en
cecoule. FAK va aussi mobiliser des proktines du cytosquelette elles p130Cas, Pyk2 qui
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en association avec PI3K vont activer p70S6K, implige, comme au sein dueseau FSH,
dans la synthese protique. Src va aussi étre activateur de la KD induisant la croissance
cellulaire et I'adhesion des cellules recessaire lors de esns.

Signalisation JAK/STAT La signalisation JAK/STAT est impligqiee dans la division
cellulaire. La queue C-terminale du RAT14 aek identiee comme site de liaisona JAK2.
En se complexant au ecepteur, JAK2 est phosphoryk et active. [Frank et al., 2002] ont
monte que pour ce recrutement, l'activation au pealable de PKC par la voie cependante
des protine Getait recessaire. A travers, cette voie de signalisation, I'angiotensine induit
croissance, migration et remodelage cellulaire.

Transactivation Enn, il n'est pas a regliger que les R7TMs peuvent transactiver

d'autres ecepteurs et induire des eseaux de signalisation quine leur sont pas propre.
Le plus fequent est I'activation du ecepteur EGF, c'est le cas au sein du eseau angioten-
sine et cela se produit via src. En decoule une vaste quantie ¢ ecteurs, en particulier

la cascade PI3SK/PDK1/PKB et la voie PI3K/Racl/NADPH oxidase. Le RAT 14 transac-
tive d'autre ecepteurs tyrosine kinase comme le ecepteur PDGF (Platelet-derived growth

factor) ainsi que k& ecepteur insuline [Yin et al., 2003].

1.3.1.2 \oies -arrestines

Phosphorylation du ecepteur par les GRKs La phosphorylation du ecepteur par
les GRKs facilite le recrutement des -arrestines. Alors que le RFSH comporte 14 sites de
phosphorylation, le RAT 15 en compte 13 (surligres Figure 1.17). Pour ces deux mockles, les
sites sont epartis sur la queue C-terminale et les boucles intcellulaires. Par la suite nous
consicererons deux combinaisons ou ensembles de combinaisons deesiphosphoryes :
fP1g et f P2g. La premere combinaison est le esultat de I'action des GRKs 2 et 3tandis
gue la seconde est induite par les GRKs 5 et 6 (Figure 1.21). Comme poue RFSH, cette
dierentiation s'e ectue sur base de ressemblance des e ets poduits par les deux couples
de GRKs [Kim et al., 2005].

Resensibilisation Comme au sein du eseau FSH, les -arrestines 1 et 2 cesensibilisent
le ecepteur (Figure 1.21). Il faut noter que les DGKs et les PDEs fort partie de l'interac-

tome des -arrestines 1/2 induit pas le RAT 15 ??, Tableau 1.2. Tout porte donca croire

qgue la double desensibilisationenones pour les ecepteurs 2-adenergique et M1 mus-
carinique en introduction gererale (section 1.1) pourraient étre gereralisable au RAT 14.

Les -arrestines qui, complexees au ecepteur, bloquent les inteactions avec les protines
G, activeraient en paralkle la cegradation des seconds messagers iss de la voie G.

Signalisation -arrestines  Outre le double réle suppo® des -arrestines dans la c-
sensibilisation, et comme pour le RFSH, le RAT4 fait appel aux -arrestines pour une
signalisation incependante des protines G. Le recrutement des -arrestines au RAT1a est
facilie par la phosphorylation du ecepteur par les GRKs. Ce complexe induit ensuite une
multitude de necanismes de signalisation [Lefkowitz and Shenoy, 2005Comme le RFSH,
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le RAT 14 se complexe de manere stable aux -arrestines (ecepteur de classe B). Uneetude
meree sur un ecepteur cente des ses sites de phosphorylatin (RAT 154 324) montre que le
ecepteur devient de classe A [DeWire et al., 2007]. En revanche, I®le des isoformes de la

-arrestine dans la signalisation ERK est dierent au sein de la signalsation angiotensine.
Alors que les -arrestines 1 prennent parta la signalisation ERK au sein du eseauFSH, les

-arrestines 1 sont cantonreesa leur role de desensibilisationpour I'angiotensine (Tableau
1.1). Les -arrestines 1 ont ainsi un role antagoniste aux -arrestines 2 [Ahn et al., 2004b].
Les -arrestines 2, elles, comme au sein du eseau FSH, se complexent agcepteur et
auxekements de la cascade MAPK. De cette voie, il esulte des ERK phophorykes dans
le cytoplasme ppERK). Ces bpERK ont une ciretique d'activation plus lente que les
GpERK mais soutenue dans le temps (Figure 1.20) [Ahn et al., 2004a].

Figure 1.20 { Ciretiques ERK. En bleu la ciretique ERK phosphoryes e n condition

contréle, en rouge lorsque la voie G est inhilee, en vert, lorsqueeks -arrestines 2 sont
inhikees et en violet lorsque la voie G et la voie -arrestines sont inhitees. On remarque
gue la somme des signaux incependants des protines G et incepedants des -arrestines
donne la esultante contréle. On dira donc souvent par approximation que la composante
verte illustre les GpERK tandis que la rouge illustre lesbpERK.

Enn, cela aeeenone au sein de la section gererale (section 1.1), la signalisation
cependante des -arrestines a ecemment fait I'objet de deuxetudesa haut e bit bases
sur le ecepteur angiotensine [Xiao et al., 2007; Xiao et al., 2010]. Au sein du tdbau 1.2,
certains acteurs de l'interactome des -arrestines [Xiao et al., 2007] ontet recenss. En
particulier les proeines qui participent cepa la signalis ation cependante des proeines G
(Ras, Rho, ERK), les protines de egulation de cette premere voie (PDE, DGK) mais
aussi les especes impligiees dans d'autre fonctions tel le cyelcellulaire (CDC, CDK,
Weel) ou la traduction (elF 2).
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1.3. LE RECEPTEUR DE TYPE 1A DE L'ANGIOTENSINE

Proeines dechafaudage : -arrestin 1; arrestin 2; 14-3-3 /

Kinases : DGK; PI3K; MEKK1;
Serine/threonine kinase 38 like
p1l60ROCK, c-Yes;

Phosphatases : PP2C;
Lees au tra cking Clathrin;;
Protines G et les petites protines G : | Ras;

Autres proeines de signalisation : Calmodulin;

Table 1.2 { Exemples d'interactants avec les -arrestines au sein de la transduction du
signal du ligand Sl via le RAT 1a. En violet les interactants speci ques de -arrestine 1
et en vert les interactants speci ques de -arrestine 2 [Xiao et al., 2007].

1.3.2 Conclusion

Chaque R7TM est initiateur d'un large eseau de signalisation. Comme pou nos deux
ecepteurs d'inerét, RFSH et RAT 14, letude des ces eseaux est devenu un travail de titan
et l'inegration de I'ensemble des connaissances une tache impabdea I'aide des seuls outils
experimentaux. La biologie sysemique est une tentative pour appotter des solutionsa cette
situation. Dans cet esprit et avec pour but d'inegrer les donrees pesenees dans cette
introduction, nous avons construit les eseau de signalisation en aa du RFSH (Figure
1.15) et du RAT1a (Figure 1.21) dans le formalisme CellDesigner [Kitano et al., 2005;
Nowre et al., 2009].
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Figure 1.21 { Tentative d'interpetation des connaissances disponibles sule eseau de signalisation de I'angiotensine Il comprenant
les dierentes voies cependantes des protines G et de -arrestines. En couleur les especes et les voies de signalisatioregees au
sein du mocele dynamique du eseau angiotensine (Chapitre 3)



1.4. VERS UNE BIOLOGIE SYST EMIQUE DES R7TMS

1.4 Vers une biologie sysemique des R7TMs

Les R7TMs controlent toutes les grandes fonctions physiologiques et sotd cible d'une
grande partie des medicaments. Notre perception de la signalisation deR7TMs s'est con-
sicerablement complexiee puisqu'il est maintenant admis qu' ils activent de larges eseaux
de signalisation capables d'inegrer les ux d'information en des eponses biologiques ap-
proprees, comme cetaile en Introduction pour la FSH et I'angiot ensine II. 1l devient
essentiel de pouvoir observer un maximum dekments du eseaude signalisation et ce,
sous plusieurs conditions exgerimentales. Outre la complexié nunerique des observations,
la signalisationevolue en fonction du temps et diere en fonction du type cellulaire ainsi
gue du stade de ceveloppement de la cellule. Le besoin d'expmpences biologiques s'est
nettement accru, et des nethodesa haut cebit se sont ceveloppees pour epondrea ces
demandes.

En particulier, les methodes sur puces qui permettent une miiaturisation et une multi-
plication des points exgrimentaux. Les pucesa protines pernettent uneetudea tes haut
cebit des dierentes proeines du eseau. Certaines vont su ivre levolution d'une proeine
au cours du temps, dans dierentes conditions tandis que d'autres,appekes pucesa anti-
corps, vont cetailler les dierentes moecules d'un méme extrait cellulaire. Deux avanees
majeures de ces nethodes sont :

{ la possibilie d'e ectuer beaucoup de mesures et de les epeter aigment (jusqu'a 12
000 spots par puce) ce qui aneliore la rapidie d'obtention des esutats ainsi que
leur abilie

{ la quanti cation des prokines, une information pecieuse (voir e chapitre 2 et l'article
en Annexe).

Au vu de ces quanties de donrees en plusieurs dimensions (moéules, temps, per-
turbations, type cellulaire...), le stockage des exgeriencesleur traitement, leur partage et
leur visualisation nous a sembk un eel & a relever. Quant a la compehension et la
pediction des eponses cellulaires, cela ne peut plus étrenege par une simple analyse.
Lesetudesin vivo des mecanismes de signalisation intracellulaire observent une pad des
mokcules. L'expression d'une voie de signalisation est souvent ierpetea tort comme
la eponse lorsque les autres voies sont inhikees. Le besoin d'undsion globale du eseau
est crucial. Pour cela, les approchesn silico de mocklisation permettent de regarder le
syseme en inegrant plusieurs dimensions. Cependant, chaguerethode apporte avantages
et inconwenients. Les nethodes bases sur le graphe de egulatn (ensemble des in u-
ences positives et regatives entre les especes) et les netldes bases sur les simulations
bookennes d'un mockele peuvent inegrer de tes larges eseaux et en obtenir des proprees
temporelles mais n'o rent pas les simulations dynamiques souhaiee pour nos eseaux de
signalisation. En revanche, les approches bases sur des Petri equi o rent une vision
graphique et discete autant que les moceles ODEs et les nethales stochastiques donnent
levolution dynamique des dierentes especes. Cependant, ces trois nmethodes recessitent
la connaissance de paranetres pour simuler le moctle. Ces dermigetant en majorie in-
connus, des cemarches de eduction et d'optimisation doivent &te coupkes aux approches
de mocklisation dynamiques.

Cette rigueur et ces formalismes apportent en compehension mais assen remise
en cause des paradigmes biologiques impliquant un retour aux exgeriees pour plus de
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pecisions. En e et, les moceles inegrent et demandent de peciser les competitions, les
recyclages, les eements internediaires non obsenes et lesquanties de eactifs. Cette

compehension des necanismes de signalisation contribuea aceter lemergence de nou-
velles classes de nmedicaments telle une classe d'agonistes (ou dagonistes) slectifs de
voies de signalisation pesentant moins d'e ets incesirables.

1.4.1 Vers une biologie sysemique de la signalisation des ecepteur S
coupés aux prokines G : & s et attentes

Ce travalil a fait I'objet d'une publication dans les Comptes Rendus BiologiesDans cette
revue, nous avons tout d'abord lise et compae les nmethodes exmrimentales actuelles,
naissantes et futures. Puis, nous pesentons les dierentes pssibilies techniques et con-
ceptuelles permettant la mise en place d'une approche sysemue de la signalisation des
R7TMs. Enn, les principaux & s auxquels nous restons confrone s sontegalement dis-
cues.
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Abstract

G protein-coupled receptors (GPCRs) control all the main physiological functions and are targeted by more than 50% of ther-
apeutics. Our perception of GPCRs signalling has grown increasingly complex since it is now accepted that they activate large
signalling networks which are integrating the information uxes into appropriate biological responses. These concepts lead the
way to the development of pathway-selective agonists (or antagonists) with fewer side effects. Systems biology approaches fo
cused on GPCR-mediated signalling would help dealing with the huge complexity of these mechanisms therefore speeding-up thi
discovery of new drug classes. In this review, we present the various technical and conceptual possibilities allowing a system:
approach of GPCR-mediated signalling. The main remaining limitations are also disclsséd.this article: D. Heitzler et al.,

C. R. Biologies 332 (2009).
2009 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Résumé

Vers une biologie systémique de la signalisation des récepteurs couplés aux protéines G : Dé s et attentes. récepteurs

couplés aux protéines G (RCPGs) contrélent toutes les grandes fonctions physiologiques et sont la cible de plus de 50% des méc
caments. Notre perception de la signalisation des RCPGs s’est considérablement complexi ée puisqu’il est maintenant admis qu'ils
activent de larges réseaux de signalisation capables d’intégrer les ux d’information en des réponses biologiques appropriées. Ce
concepts ouvrent la voie au développement d’agonistes (ou d’antagonistes) sélectifs de voies de signalisation qui présenteraie
moins d’'effets indésirables. Une démarche de biologie systémique appliquée a la signalisation des RCPGs aiderait a appréhend
la complexité des mécanismes de signalisation et accélérerait ainsi I'émergence de nouvelles classes de médicaments. Dans ce
revue, nous présentons les différentes possibilités techniques et conceptuelles permettant la mise en place d’'une approche sys
mique de la signalisation des RCPGs. Les principaux dé s auxquels nous restons confrontés sont égalemenPdigccités.
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1. Introduction desensitization and internalization/recycling of most
GPCRS[8]. However, recently, GPCRs have also been
An impressive amount of detailed information has demonstrated to elicit signals, independently of het-
been gathered over the past decades on how extererotrimeric G protein coupling, through interaction with
nal stimuli activate plasma membrane receptors, how -arrestins 1 and 2. Indeed,-arrestins have been
they translate to the activation of linear downstream shown to act as multifunctional scaffolds and activators
signalling cascades and eventually affect cell fate. Re- for a growing number of signalling proteins including
cently, the advent of highly sensitive proteomic methods ERK, p38, JNK, I- B, Akt and RhoA[7,9-13] More-
has produced maps of protein interactions and led to gver, a recent proteomic study has reported as many
the reconstruction of biochemical networkd. As a a5 337 protein interactions involving-arrestins[14],
consequence, it is now widely accepted that signalling strongly suggesting that they play a central role in the
pathways are organized as coordinated communicationgpjlity of GPCRs to activate very complex signalling
networks in which multi-protein complexes process and petworks. In addition, GRKs have also been reported
integrate the signal uxes. Now, the challenge in cell (4 g|icit signalling responses on their own right through

signalling is to understand the behaviour of these in- ,oein/protein interactionfl3]. Indeed, GRKs inter-
tertwined communication networ_ks in order to decipher 4.t with a variety of proteins involved in signalling and
the cellular languag€?]. G protein-coupled receptors ;¢ cking such as Gg, G, PI3K , clathrin, GIT
(GPCR) represent the Iarges_t cl_ass of memprane_ recelo'(G protein-coupled receptor kinase-interacting protein)
tors. They are capable of binding "’?W'd? diversity of and caveolin[15]. Phosphorylation of Raf kinase in-
molecules that regulate most physiological processeshibitorprotein(RKIP) by PKC displaces it from Raf and
and are involved in a plethora of diseases. Noteworthy, increases its association with GRKE5]. In addition
C.;PCRS have long been preferential targets of therapeu—the physical interaction between GRK2 and Akt leads
tic research and development and they currently account,[0 the inhibition of Akt activity [17]. Finally, GRK2

for up to 50% of marketed drug8]. and MEK1 have been found in the same multimolec-
ular complex and this interaction is correlated with an
inhibition of MEK activity [18].

Adding to this complexity is the fact that GPCR-

Classically, upon ligand binding, GPCRs undergo nduced signals can be spatially and temporally en-
a conformational change that leads to heterotrimeric ¢0ded. Signalling networks actively modulate the trans-

G protein recruitment and activation, followed by the Mitted signals: negative feedback allows pathways to
generation of diffusible second messengers such as@dapt or desensitize to persistent stimuli whereas cross
cAMP (cyclic Adenosine Mono-Phosphate), calcium or inhibition is used to avoid crosstalk between pathways
phosphoinositides. However, it is increasingly recog- [19:20} In addition to transmit qualitative informa-
nized that GPCRSs trigger multiple signalling pathways tion (e.g. the presence or absence of a stimulus), sig-
which lead to the formation of signalling networks halling pathways must also convey quantitative infor-
[4] (Fig. 1). For instance, some GPCRs have the abil- mation about the strength of the stimulus (i.e. lig-
ity to couple to multiple G protein subtypds] and and concentration). It has been recently shown that
many GPCRs directly interact with non-G protein sig- signalling pathways can take advantage of their non-
nalling effectors through speci ¢ protein—protein inter- linear nature to convert stimulus intensity into signal
action domaing6]. But quite remarkably, outside of duration[21]. Modulation of signal duration increases
heterotrimeric G proteins, only two protein families are the range of stimulus concentrations for which dose-
able to speci cally interact with the majority of GPCRs dependent responses are possible as dose-dependent re-
in their activated conformation: G protein-coupled re- sponses are still possible after apparent saturation of
ceptor kinases (GRKs) andarresting7]. Historically, the receptors. Another well documented example of
GRKs and -arrestins have been associated with the spatial and temporal encoding in GPCR-induced sig-

2. The growing complexity of GPCR-induced
signalling
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Fig. 1. GPCR-induced signalling networks. Schematic representation of the different transduction mechanisms leading to the activatiamgof signall
pathways upon activation of a GPCR and how they de ne a complex signalling network. Cross-activations and cross-inhibitions between the
G protein-dependent and -independent sub-networks are depicted as green and red arrows respectively. Gs, Gg; GiffendrGalpha subunits
of heterotrimeric G protein; G : G beta and gamma subunits of heterotrimeric G proteins; other GIPs: other GPCR interacting pre4eiss;

-arrestin 1 and 2. (For interpretation of the references to colour in this gure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

nalling pathways is the dual activation mechanism of agonist. These effects have been given various names in-
ERK by G protein and -arresting22—26] G protein- cluding “stimulus-traf cking”, “biased agonism”, “col-
mediated ERK activation is rapid, transient and translo- lateral ef cacy” or “functional selectivity’[28]. More-
cates to the nucleus. In contrast, the ERK activaiad  over, several GPCR ligands have already been reported
-arrestins are slower in onset $-10 min to reach  to selectively activate or inhibit -arrestin signalling
maximum), very persistenty(» > 1 hour) and are se- [29-31] Consideration of these new concepts might
questered in the cytosol. Such spatial and temporal ead to the development of therapeutics with more se-
differences in GPCR-induced signals substantially in- |ective actions, hence less side-effects. For instance, one
crease the complexity of signalling systems, hence their drug, carvedilol, a adrenergic receptor antagonist, has
processing power. Collectively, these features highlight proven particularly effective in the treatment of heart
the importance of considering the dynamic properties failure. Interestingly, of 16 clinically relevant adren-
of signalling pathways when characterizing their be- ergic receptor antagonists, carvedilol displays a unique
haviour. ability to stimulate -arrestin-mediated signalling while

o preventing receptor coupling to G&1].
3. Pathway-selective ligands for GPCR: A new era

in drug discovery? 4. What added value can systems hiology provide?

Interestingly, this emerging conceptual framework
opens new research avenues for the development of GPCRs’ complex signalling mechanisms probably
therapeutics[27]. There is increasing evidence that lead to context-adapted cellular responses relying on
some GPCR targeting drugs can selectively modulate emerging system-level properties that cannot be pre-
a subset of the signalling events triggered by the full dicted from the individual components of the induced
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networks. Therefore, it would be of paramount inter- 5. Challenges in high throughput generation of
est to provide a conceptual framework for deciphering signalling data
and possibly predicting how an extra-cellular signal that
activates a GPCR translates into a given biological or  More recently, feeding system-level analyses with
pathological response. This “global” level of analysis relevant high quality biological data have become pos-
of GPCRs’ biology is in its infancy. Pioneer work car- sible thanks to new experimental techniques that al-
ried out in yeast has recently shown the value of sys- low large scale accumulation of unbiased signalling
tems biology for elucidating complex signalling mech- data Fig. 2). Speeding up the production of new data
anisms triggered by GPCR82,33] Aspects of cell sets and enhancing their quality is not only essential
signalling and the mechanisms (i.e. feedback and feed-to feed model-building but also to allow testing of key
forward regulations) that regulate pathway activity trig- model ndings. Signalling events are often propagated
gered by GPCRs have been studied in yeast, and nicelywithin the cell by post-translational modi cations in-
illustrate how mathematical modelling can be used to volving protein—protein interactions and enzymatic ac-
understand the logic of various pathway architectures. tivities. Noteworthy, reversible protein phosphorylation
In mammals, a system-level grasp of GPCR-mediated is centrally involved in signal transmission within cells.
signalling networks would be a signi cant asset to ra- The comprehensive and quantitative analysis of the pro-
tionalize and speed-up the discovery of new “pathway- tein phosphorylation patterns in different cellular back-
selective” drugs. Indeed, the rate of new drug discovery grounds is therefore critical to reach a system level
using standard approaches, based essentially on hetanalysis of cell signalling. Lately, high-throughput has
erotrimeric G protein-dependent activities, such as sec- spread to molecular biology and biochemistry, giving
ond messenger accumulation, has been slowing downaccess to most items of information necessary for the
despite increased investments by the pharmaceutical in-comprehension of organisms’ behavid@6]. In par-
dustry. ticular, breakthroughs have been achieved in the iso-
It has been proposed that computational modelling lation of phosphorylated peptides from complex sam-
offers a powerful tool for examining GPCR pathways ples, as well as in their analysis by mass spectrome-
[34]. Such models can be used to better understand hy-try coupled to computational methods. Using such ap-
pothesized mechanisms, run virtua &ilico) experi- proaches, thousands of phosphopeptides and phospho-
ments, interpret data, suggest new drug targets, motivaterylation sites can now be identi ed in a single sample
experiments, and offer new explanations for observed [37—39] However, despite their unparalleled analyti-
phenomena. In the remaining part of the present review, cal power, mass spectrometry-based approaches present
we will identify and discuss the different challenges that a static snapshot of cellular events; they do not allow
the scientists in the eld will be confronted with in their  the acquisition of dynamical phosphorylation data at
efforts to establish a systems biology approach to GPCR large-scale and with high throughput. This limitation re-

signalling. mains a major hurdle towards the development of pow-
Understanding the whole cell as an integrated system erful systems biology approaches in the eld of cellu-
has been a goal for almost a cent8p]. As in other lar signalling. Over the last decade, the possibility to

elds of cell biology, deciphering GPCR signalling by analyze the proteome using protein microarray-based
at least descriptive, at most analytical methods has oc- methods has emerged into proteomics research, diag-
cupied the last 4 decades. Consequently, an enormousostics, and drug discovery. In particular, automated
amount of data is published every year on some GPCR spotting of concentrated and complex protein extracts
signalling aspects. However, these studies are highly permits their analysis with phosphospeci ¢ antibodies.
heterogeneous in terms of the nature of the GPCR stud-This method, referred to as Reverse-Phase Protein Ar-
ied, the signalling pathway studied, the cellular system ray (RPPA), uses very small quantities of biological
used, etc. As a consequence, it has been tremendouslynaterial, which allows a wide sample collection with
dif cult to transform this huge amount of information a high number of different antibodies to be screened
into general concepts. An important effort of standard- [40—-43] Since it has a very high throughput, detailed
ization and data sharing between laboratories in the eld kinetic experiments can be systematically carried out
is needed. In addition, publicly accessible databasesand analyzed. Moreover, the simultaneous quanti ca-
gathering and distributing standardized raw data related tion of thousands of samples achieved with RPPA dras-
to GPCR signalling, especially dynamic data, would tically reduces data heterogeneity and variability which
undoubtedly stimulate the modelling of GPCR-induced traditionally hamper modelling. Therefore, RPPA po-
signalling networks. tentially represents a very attractive approach to cap-
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Fig. 2. Schematic representation of three high-throughput methods particularly adapted to the model-building process in the context of GPCR-
induced signalling. A. Reverse phase protein array (RPPA) relies on the ordered micro-arraying of cellular lysates. Speci ¢ signals are detected
using a primary antibody- uorescently-labelled secondary antibody revelation system. This technology is easy to automate and when coupled
with the use of a repertoire of phospho-speci ¢ antibodies raised against signalling intermediates, it allows the analysis of signalling hetworks a
an unprecedented throughput. B. Fluorescence resonance energy transfer (FRET) biosensors are genetically-encoded fusion proteins linking tv
uorescent proteins with a peptide sensitive to either phosphorylation by a speci ¢ kinase or second messenger binding. Once altered by a signalling
event, the linker undergoes a conformational change that modi es the relative positions of the two uorescent proteins hence their resonance. Cells
transfected with the sensor plasmid are analyzed using a microscope. The emission wavelength of the rst uorescent protein (generally CFP)
corresponds to the excitation wavelength of the second uorescent protein (generally YFP). Therefore, FRET can be quanti ed in living cells with
exquisite time-resolution by using an excitation wavelength speci ¢ of the rst uorescent protein while recording the emission at the wavelength
speci ¢ of the second uorescent protein. C. Transfected cell array (TCA) consists of parallelized micro-spots containing a transfection reagent,
a plasmid and/or a siRNA. Each spot is different and a very large number of them can be arrayed on one slide allowing large-scale screening. Cell
are seeded directly on the slide so that they attach and grow on it while being speci cally transfected by the genetic material underneath. The effec
of each transfection can be analyzed for each spot individually based on morpbdtegg, immunocytochemistry or reporter-gene activity.

ture the subtle and highly dynamic nature of phos- Recently developed imaging approaches that use u-
phorylation cascades out of very large sample collec- orescent sensors of signalling activities combine un-
tions. matched time and spatial resolution. Genetically en-
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coded uorescence resonance energy transfer (FRET)- Therefore, computational methods, standards and tools
based reporters have been used in living cells to monitor must be developed and used to tackle this problem. Be-
the spatiotemporal patterns of diffusible second mes- yond the handling problem, the design, validation and
sengers, kinase activities and GPCR activajizh-46] re nement of high delity models require the use of
Protein—protein interactions can also be analyzed in real all available experimental and non-experimental data.
time in living cells using either FRET or BRET (biolu- To reach this objective, data produced by experimen-
minescence resonance energy trang#6}-48] When tal biology and bioinformatics have to be accessible, in
used in multi-well plate format, both FRET and BRET- compatible formats, and easy to correlate. Experimental
based methods ensure the production of huge amountsdata management systems, called Laboratory Informa-
of high content dynamic data which are very well suited tion Management Systems (LIMS) should allow biol-
to feed systems biology approaches. ogists to capture all the data relative to an experiment
If the ability to measure signalling outputs in a dy- (conditions, protocol, results). So far, the availability of
namic way is a key-point, so is the aptitude to control the a LIMS to manage all the pieces of information required
inputs (i.e. agonist stimulation) both in time and concen- has been the major stumbling-block of the design of
trations. Chemical signalling in/between cells is crucial models in systems biology.
as it determines the cellular response, and is charac- Once the data and knowledge are available and or-
terized by various time-scales ranging from a few mil- ganized, the rst modelling step consists in the con-
liseconds to several minut¢44]. However, with con- struction of a detailed representation of the studied sys-
ventional experiments, mimicking vivo conditions re- tem. For intracellular signalling networks, the reaction/
mains a challenge. The implementation of micro uidic interaction graph is commonly used. Its construction is
devices might help suppress the limitations found with achieved manually, in a hypothesis-driven manner by
conventional approaches and allows multiplexed anal- the expert, using prior knowledge of the system and cho-
ysis with various stimulation patterns to be performed. sen experimental data. Sophisticated data analysis and
Indeed, micro uidics offers the possibility of not only  visualization tools, such as clustering, help in this task.
tightly controlling and modulating cell culture condi- However, when the system is very large, choices have to
tions but also of applying well-de ned (in intensity, be made by the expert, and the resulting model is biased,
space and time) chemical stimulation (receptor ligands, incomplete and often fails to reveal emerging features
inhibitors, etc.)[49,50] This should notably facilitate  from the studied network. The development of methods
an iterative dialog between computational modelling to automatically infer in uence graphs directly from the
and “wet lab” experiments (i.e. predictiorersusvali- ensemble of data would allow the production of unbi-
dation). ased, thus potentially very innovative models from large
An important aspect when trying to decipher and data sets. It is certainly a promising research area but
model signalling networks is the ability to speci cally to date, only a few and limited attempts have been re-
apply perturbations and to measure the interactions of ported[54].
signalling pathways considered in the recent past as iso-
lated entitieslfig. 3). In addition to classical approaches 7. Challenges in mathematical modelling
(e.g. kinase inhibitors, dominant negative constructs,
etc.), interfering RNAs offer the unique opportunity Currently, relatively detailed mechanistic models of
to easily and speci cally achieve gene knock-downs. GPCR-induced signalling network can be formalized
Moreover, genome-wide SiRNA screening are now using the systems biology Markup Language (SBML)
available either in multi-well liquid phase or in trans- for representing the elementary interactif®ts]. In this
fected cell array formaf51-53] Large-scale siRNA initial formalization step, signalling networks can be
screening may very well be an experimental break- either directly written in SBML or drawn using CellDe-
through facilitating the edi cation of highly complex  signer which provides an intuitive SBML-based graph-

signalling networks. ical modelling environmer66,57]. Of note is the Bio-
chemical Abstract Machine BIOCHANbG8] which can
6. Challenges in bioinformatics be used to compute the in uence graph between molec-

ular species from the reaction/interaction grgpB],
Knowledge and data management is instrumental to formalize the (observed) biological properties of the
systems biology. Indeed, high-throughput approaches system by temporal logic formulae, and automatically
generate huge quantities of heterogeneous data that canverify their satis ability by model-checking algorithms.
not be handled with classical labbooks, or even at les. From the in uence graph, temporal logics and model-
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Fig. 3. GPCR-induced signalling systems can be speci cally perturbed using different strategies: A. chemical inhibitors and toxins can be used
to speci cally block some of the proximal transduction mechanisms as well as some of the nodes of the downstream network; B. interfering
RNA provide the unique possibility to knock-down any single gene putatively involved in the signalling network; C. when available, the use
of signalling pathway-selective “biased ligands” provides a very interesting way to imbalance the proximal transduction mechanism allowing to
measure the consequences on downstream network; D. alternatively, signalling pathway-selective mutant GPCR can be engineered; E. an interesti
and potentially powerful way to favour the much needed iterative interactions between model-based predictions and experimental validations
consists in applying tightly controlled agonist stimulation patterns to cells. Of course, this approach implies the use of adapted microadgsgijc devi

F. nally, genetically-encoded modulators can also be serviceable for instance to modify reaction stoichiometry by overexpressing a protein.
Dominant negative constructs can also block a speci ¢ reaction or interaction.

checking algorithms have proven useful to express bio-  Considering the highly dynamic nature both in time
logical properties of complex biochemical systems and and space of GPCR-induced signalling pathways, a dy-
automatically verify if they are appropriate. This ap- namic modelling approach is interesting and should
proach has allowed the analysis of reachability and tem- yield more predictive power than static approaches.
poral logic properties of signalling systems under vari- The aim of a dynamic model is to reproduce time-
ous condition$60]. course experiments and provide intrinsic concentrations
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for molecular species that are experimentally unreach- makes it possible to quantify the robustness of the sys-
able. There are several dynamical modelling approachestem with respect to some important properf@s]. This
such as ordinary differential equations (ODES, popula- opens the way for integrating robustness criteria in the
tion view), Petri nets (discrete and independent mech- process of building the model.

anisms), and pi-calculus (stochastic approd6i)62]

For all those methods, kinetics parameters (activation 8. Necessity of an iterative dialog between

rates, probability of transition) are needed to simulate experimentation and modelling

the changes in molecule concentrations over time. Fre-

quently, too many parameters are unknown and the ini- g \aj4e of a computational model also needs to
tial Igr_ge reactiqn/interaction graphs have to be reduced. be assessed by its ability to t all the available experi-
S,tab'“tY anal_y5|s of the model (study of stea_ldy States, 1 ental observations made in either control or perturbed
bifurcation diagrams, etc.) can help to restrict the pa- conditions. Next, it can be used to maikesilico pre-
_rameter space o biolqgically _relevant areas and revealdictions. Simulat,ions present the decisive advantage of
important differences in reaction speeds therefore pro- providing the temporal evolution of all the constitutive

};'dmg ?T accurettteb_\ll_\{[ay to Irec_luce th? m:)dell: E_)te?jpl[te molecular species involved, including those that are ex-
IS Usetuiness, stability analysis remains oo fimited to perimentally unreachable. In addition, it is easy to sys-

ensure suf cient model reduction on its own. In addi- tematically perturb the signalling systeim silico, for

ggg’htge (;t.]Egl|?tl\;erep(;0£§én§sng:nt'r;?nlg di?g(;ﬁeg;%ﬁ): toinstance by suppressing one molecule or one reaction;
b develop u y ! the predicted effects can then be veri ed experimentally.

numerical S|mulgt|ons and paramgter optlmlzat|or_1 with Interesting predictions often result from this process.
respect to quantitative dafé3]. This model reduction L .
. - .. Another way to evaluate the predictive power of a sig-
approach remains however mostly empirical and even if : . : N
. . . . . nalling network model is to modify the agonist input to
the main graphical properties of the network (i.e. posi- . . . )
the system. Typically, different agonist concentrations

tive and negative circuits in the in uence graph, reach- . e . . .
ability properties in the reaction graph) are preserved or patterns (i.e. posmve_ or n_ggatlve gradients, pulsatile
" ' mode, etc.) can be applied silico.

the simpli cation of the structure of the network may After initial experimental data gathering, a model is

Suppress some delays ar?d may limit t.h(? repertoire of designed, parameterized and simulated. Predictions are
dynamic behaviours permitted by the original model. L o :
made based on this initial model, and validation experi-

Even though stability analysis can lead to the deter- ments are undertaken. In this initial phase, it often hap-

mination of some unknown kinetic parameters in func- - . :
tion of the others, the number of remaining unknown pa- pens that predictions are not experimentally validated.
' In this case, the model has to be modi ed accordingly,

rameters is often large. Thus, another central dif culty and submitted to exoerimental validation aaain. This
concerns the non-linear optimization techniques that are . >Ubm! Xperl valdat gamn. 1
iterative process between modelling and experimenta-

needed to infer the unknown kinetic parameter values tion | forred t del £ A ding t
from the experimental data obtained under various con- lon 1S reterred 1o as model re hement. According to
ditions. Several techniques of parameter learning by th's_ wqu ow, any prediction leads to either hypoth_e3|s
data/property tting can be used, such as gradient-basedvf”‘l'dat'on_or model re nementFﬁg. 4)' _Thanks to _th's_
methods. Monte Carlo methods. and the Covariance virtuous circle, the decoding of the intimate functioning

Matrix Adaptation Evolution Strategy CMAE54]. of sig.nalling ne_twork_s’ should move forward. Under-.
The latter two approaches minimize the error by re- standing how signalling pathways encode and transmit

peated random sampling. Once the unknown parametersquamitative information about the external environment

have been optimized, simulations can be performed andN°t ONnly deepens our understanding of these systems,
provide all component quantities over time. Simulations Put Will also lead to major achievements both in agri-
can be performed with different stimulation patterns or Culture and medicine: models will point to molecular
with in silico perturbations (modi cations of total pro- ta.rgets to be optimized in normal qmmal physiology and
tein amounts, suppression of pathways, modulation of will help restore the proper fu.nctlon of pathways that
kinetics parameters, etc.). Thanks to these perturbations,'ave become deregulated in disease.

the robustness of the system can be appreciated. Indeed,

robustness is classically de ned as the error between the9. Conclusion

perturbed and the initial simulations. Interestingly, the

formalization of the expected dynamic properties of the  The acquisition of reliable data has long been the pri-
system in temporal logic with numerical constraints also mary challenge in the eld of GPCR signalling. Now,



D. Heitzler et al. / C. R. Biologies 332 (2009) 947-957 955

Fig. 4. Proposed work ow to model signalling systems. Data are produced in the laboratory, using low and high throughput methods. Already

existing relevant and carefully standardized data can be extracted from publicly accessible databases (note that, once exploited, lochlly produce
data have the vocation to be deposited in such databases). Literature mining is also essential. Data and knowledge from these three sourc
are combined, organized, analyzed and made available for modelling using various bioinformatics tools integrated into a comprehensive LIMS
(laboratory information management system). In uence graph is constructed and its qualitative analysis can lead to new hypotheses. In parallel
this initial model is reduced and parameters are optimized. The dynamical model can be analyzed and its predictive power evaluated. An iterative
process then is engaged between experimentation and modelling which leads to novel ndings and model re nement.

with the advent of high throughput technologies poten- [2] D.B. Kell, Theodor Bucher Lecture: Metabolomics, modelling
tially able to generate an unprecedented amount of dy-  and machine learning in systems biology — Towards an under-
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being re-centred towards more theoretical and concep- [3] P. Ma, R. Zemmel, Value of novelty? Nat. Rev. Drug Discov. 1
tual aspects. State of the art bioinformatics and math- (2002) 571-572.

ematics can already help better handle the complexity [4] L.M. Luttrell, Transmembrane signaling by G protein-coupled
associated with the large signalling networks and with receptors, Methods Mol. Biol. 332 (2006) 3-49.
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1.4.2 Conclusion

La moctlisation de la signalisation des R7TMs est un vaste sujet qui rgroupe plusieurs
domaines de recherche. Nous allons nous concentrer par la suite sur lesoceles dy-
namiques. Plus peciement, nous avons choisi le formalisme ODECes mockles mattema-
tiques sont largementetudes tandis que leur e nition et leu r simulation sont ealisables
facilement car cep impementes dans dierents logiciels et outils de programmation. En-
n, les simulations dynamiques d'un moctle ODE fournissent I'evolution en moyenne,
guantitative et continue des dierentes especes du eseau de signalisation au cours du
temps. Ceci peut étre identie aux concentrations des esecs du eseau et directement
compae aux donrees experimentales comme nous le souhaitons pour nosysemes de
signalisation intracellulaire induit par I'activation des R7TMs.

1.5 Modcakles dynamiques

Comme nous l'avons cetaile peedemment, la transduction du signal au sein d'un
eseau de signalisation est un processus dynamique. Ces necanigside signalisation peu-
vent &tre consicees comme une suite de eactions biochimigies. La traduction de ces
mecanismes biochimiques enequations dierentielles ordinaires (ODE) permet de suivre
la concentration de chaque espece en fonction du temps. Ce formalissnODE, de type

biochimique , fait correspondre chaque especea une variable, chaque eactiom une loi
et chaque constante ciretique (constante d'a nig, vitesse d'i nteraction, vitesse de translo-
cation)a un paranetre (Tableau 1.3). Lesequations repesentent le s vitesses devolution
des especesa partir d'un point de cepart (conditions initiales ).

au sein du eseau au sein du mockle notations

biologique

esfeces variables X (t) = (x1(t); x2(t); 25 Xneq (1))
eactions lois

constantes ciretiques paranetres ciretiques K = (Kky;Ko; 5 Knein )

quanties initiales conditions initiales Cl =(c1;Cp; 2 CNEQ)

guanties totales guantie totales QT =(n; ;5 OhoT)

paranetres paranetres de 'ODE P =(K;CI;QT )= (p1;p2;:: PNPR)
normes paranetre de normes Norm = (normsi;Normy;:::;; NOrMyoER)

Table 1.3 { Correspondance entre les eseaux de signalisations et le formafi'e ODE en
notant NEQ le nombre de variables au sein du sysemeNCIN le nombre de paranetres
ciretiques, NQT le nombre de quanties totales, NPR le nombre de paranetre de I'ODE
et NOR le nombre de normes assocees au moctle. L'utilisation des quanés totales ainsi
gue la ¢k nition des paranetres de normes sera explicie plus loin (sections 1.6 et 1.7).

Nous noterons le syseme ODE equivalenta I'ensemble des viteses des variabled
muni de ses paranetresP

dX (t)

. f (X (t);P) (1.1)
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1.5. MODELES DYNAMIQUES

D'autres moctlisations ODE existent au des paranetres dynamigques externes (ou
entee dynamiques) sont introduits au sein des equations. On patera dans ce cas de
mocklisation en module car certaines quanties ageges ou non cecrites sont exprinmees
par des fonctions externes. C'est le cas de [Vidal et al., 2009] qui inegra l'expression
de la quantie de LH dans le sang, une fonction cependante du temps rpesentant I'e et
de la photogeriode sur la scetion de LH. Ce type de moctle est aussi tes fequent pour
cecrire les prenonenes oscillants tel la decharge calcique [Qupont et al., 2007; Maltsev and
Lakatta, 2010] et la pulsatilie du GnRH [Csercsik et al., 2010]. Par la suite, nous nous
concentrerons sur les mockles ODE de type biochimique (decrits par un syseme de
type (1.1)). Ces moctles sont centes sur les especes du esau de signalisation et cetaillent
I'ensemble des interactions sans dependre de fonctions exterae

Par exemple, pour une eaction simple dont les constituants interagissent proportion-
nellementa leur quantie (loi d'action de masse) :

Ak C

La traduction enequation dierentielle ordinaire (ODE) se fait en decrivant les
vitesses devolution des especedA et C telles que :

da(t)

s = koa (1.2)
d(‘;(tt) = k a() (1.3)
a(0) = a0 (1.4)
c0) = 0 (1.5)

avec

{ X (t) = (a(t);c(t)) les variables

{ k le paranetre ciretique

{ CI =(a0;c0) les conditions initiales

Une fois cette traduction e ectiee, nous chercherons, a partir des vitesses de for-
mation/disparition de chaque espece (1.2 et 1.3) et des quanties intiales (1.4 et 1.5),
les quanties au cours du tempsa(t) et c(t). Cette cemarche corresponda l'inegration
nunerique du syseme dequations dierentielles (voire s ection 2.2 pour une pesentation
cetailee). Le esultat, appek simulation du mocele, o re un e vision globale de I'ensemble
des especes evoluant dynamiquement. Il peut y avoir plus d'esgres cecrites au sein du
mockle qu'obsenees exgerimentalement, le moctle pedit alors lesevolutions de ces especes
non obsenees. On notera que les simulations d'un moctle sont fortion de la structure du
moctle (ensemble des interactions), des lois egissant chaquenteraction, des valeurs de
paramretres ciretiques et des conditions initiales. Le travail de mocklisation est detablir
une structure et les lois assocees ainsi que de ceterminer feparanetres ciretiques, le tout
en confrontant le mocdele aux donrees experimentales. Le moctleet les simulations qui
en cecoulent vont permettre la compehension du fonctionnementdynamique d'un eseau
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de signalisation. En n,a partir d'un mocele dynamique qualibe , de nouvelles experiences
peuvent etre ealises in silico et ce, aiement puisqu'il su t de simuler le mocele en mod-

i ant les paranetres assocesa la perturbation voulue. Cette possibilie estevidemment
tes ineressante pour disequer le fonctionnement de eseaux complexes et aboutira des
hypotheses qui pourront étre teses exgerimentalement.

1.5.1 Mocles ODE - Etat de l'art

Un des premiers mockles dynamiquesa base dequations dierentielles ordinaires (ODE)

biochimigues , moctlisait I'activation du R7TM  2-adenergique et sa liaison a la
proeine G [De Lean et al., 1980]. Comme tout mocktle, il repesentait une petite par-
tie de la ealie et aet souvent remis en question et anelior e en fonction des avanees
de la biologie. C'est ainsi que [Samama et al., 1993] cecrit un Extended Ternary Com-
plex enremarquant qu'une mutation du ecepteur 2-adenergique conduita I'activation
agoniste-incependante de l'acenylcyclase alors que le mocele dfDe Lean et al., 1980], exige
I'agoniste pour former un complexe actif, (Figure 1.22). En n, de multiples aneliorations
ont donre lieua de nouvelles extensions comme [Bridge et al., 2010] quiient compte
de la possibilie de concurrence entre agoniste et antagoniste pour $eecepteurs. Pour
plus d'informations, [Woodro e et al., 2010] ecapitule I'ensemble des moctles issus du

Ternary complex et propose une nouvelle extension. Pour ces moctles, la connaissanc
des quanties initiales et letude desetats stables compaes aux donrees permettent de
ceterminer les paranetres ciretiques.

Les mockles de signalisation intracellulaire se developpent tout dabord pour l'acti-
vation du ecepteur EGF (Epidermal growth factor receptor) qui appar tienta la famille
des Recepteursa activie Tyrosine Kinase (RTK). Les connaissances leesa I'EGF sont
plus vastes, ainsi [Kholodenko et al., 1999] dispose pour son moctle dgsanties totales
d'hormones, de ecepteurs, de PLC (phosphoinositide-speci ¢ pbspholipase C) phospho-
ryee, de Shc (Src homology and collagen domain protein) phosphoryee, d Grb2 (growth
factor receptor-binding protein 2) complexees au ecepteur eta la Shc. A ces quanties
totales sont assocees des lois de conservation (voir paragrapheReduction de mocele ),
ce qui diminue la taille du mocele. Pour ceterminer les paranetres ciretiques, [Kholodenko
et al.,, 1999] s'aide desetats stables et des experiences comme [De Leah al., 1980] et
[Samama et al., 1993], auxquels il rajoute des lois sur ces paranetres dai@ la pesence
de cycles au sein du mockle. Des moctles plus larges apparaissembujours sur la sig-
nalisation EGF avec [Sasagawa et al., 2005; Birtwistle et al., 2007], mais contn@ment
aux premiers mockles, les donrees utilies ne sont pas homoges. Elles proviennent d'-
exgeriences ealiees au sein de cellules de dierents types (PC12, tepatocyte, A431 ou
HelLa). D'une part, on sait que la transduction du signal est intimement leea la cellule
cible : la variation des especes et de leurs quanties au sein dne cellule module le signal.
En e et, I'angiotensine Il ciblant des cellules musculaires lisgs induit une contraction de
celles-ci tandis que l'angiotensine Il ciblant des broblastes indiit une prolikration de
ceux-ci. [Zou et al., 1998] montre que cette dierence de eponseal'angiotensine |l trouve
sa source dans une transduction du signal speci quea chaque type @llulaire. D'autre part,
lorsque les experiences sont ealises sur des ligrees de lbeles immortelles embryonnaires
(HEK293) ou tumorales (PC12), on peutemettre des eserves quanta leur pertinence pour
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Figure 1.22 { Evolution des mockles decrivant le couplage des R7TMs aux prognes G
[Limbird, 2004]. A. Les premiers mockles de signalisation par les R7TM sontels que : un
ecepteur est active par un agoniste. Une fois ce complexe actif form, il y a recrutement
de la proeine G qui active les voies de signalisation. B. Le moctle Ternary Complex
[De Lean et al., 1980] cecrit une relation entre I'a nie des ecepte urs pour les agonistes
et a nie du ecepteur pour G. C. L'extension du Ternary Complex , [Samama et al.,
1993], inegre une signalisation spontaree du ecepteur, sans compleation pealable a
un agoniste. D. Le mocle Cubic Ternary Complex , [Weiss et al., 1996], ajoute la
possibilie de former des complexes agoniste, ecepteur et pratine G (ARG) inactifs.
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letude de la cellule normale.

De manere dierente, [Bhalla and Iyengar, 1999] construisent des sos-eseaux ince-
pendants, ils ceterminent certains parametresa partir de e actions entre especes puriees,
ajustent les autres par rapport aux donrees, puis couplent les dierentes parties pour
reconstruire le mockele global. Leur premier mockle porteegalemant sur la signalisation du
ecepteur EGF. Cependant, tout comme pour les experiences prgenant de dierents types
cellulaires, un probeme d'homogereie se ewle : les r eactions entre especes puriees ne
sont pas identiques aux eactions entre especes au sein du esealCette freerogereie est
due a l'absence des competitions, des egulations et des synthses au sein des eactions
entre espece puriee mais aussi aux conditions de di usion qui sort dierentes in vitro et
au sein d'une cellule.

Une partie du eseau, la cascade MAPK apes activation du ecepteur EGF, aet
beaucoup moceliee. Une revue, [Orton et al., 2005], recense et compates moctles ealies
jusqu'en 2005.

Levolution vers des moceles de plus en plus large s'est heurte a I'impossibilie de
ceterminer toutes les constantes. Ces constantes ou parametresenessairesa l'inegration
nurrerique de lequation dierentielle, sont les vitesses d e formation des complexes, les
taux de synttese ou de degradation, les quanties totales et initiales des especes. Ces
pararetres, dans la majorie des cas, ne sont pas accessibles expmentalement.

Facea ce constat, les moctlisateurs ont utilie des nmethodesde recherche de paranetres
pour ealiser leurs moctles. Ainsi, lequipe de Kholodenko dans [Nakakuki et al., 2010]
utilise un algorithme geretique pour ceterminer les paranetr es manquants. [Nelander
et al., 2008] associea la recherche des paranetres, une recherche & structure du mocele
en priviegiant la simplicie du eseau. Sa fonction objectif ( voir paragraphe Ajuste-
ment Paranetrique ) contient la distance entre simulations et donrees ainsi qu'un podls
du eseau en fonction des liaisons qu'il contient. Plus ineresant, la partie de la fonc-
tion objectif  distance entre les simulations et les donrees contient une observation de
sept variables en 23 conditions : non-stimuk, stimue en condition contréle et 21 com-
binaisons de perturbations avec stimulation. Ces combinaisons miméndes couples de
traitements medicamenteux et/ou d'alerations geretiques. T outefois, malge homocgereie
des experiences (toutes ealiees sur des cellules de carnrcdu sein (MCF7)), un seul point
de temps est pris en compte alors que le mockle est dynamique. Ddys, les pedictions
du mockle sur les conditions perturlees sonta relativiser car elles sont utiliees dans la
proedure d'ajustement du moctle.

Sur un sujet totalement dierent, la egulation du cycle cellul aire chez les levures de
bere, les perturbations du syseme ont aussiete utiliee s pour pararetrer un mockle de
signalisation. C'est le travail remarquable de la these de Laurence @lzone [Chen et al.,
2004] quietudient les proprees plrenotypiques de 131 souches gretiqguement modiees. A
l'issue de cetteetude, ils proposent un moctle des necanisras mokculaires de egulation
du cycle cellulaire des levures de bere expliquant 120 des 131 sdwes muees. Les moctles
dynamiques de cette envergure sont tes rares, ils recessitérenornement de donrees
gualitatives, quantitatives et/ou ciretiques homogenes.

Les mockles qui traitent de la signalisation cellulaire lee a I' activation des R7TMs
sont peu nombreux car la mise en uvre des experiences sur les R7Ws est plus ctlicate
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(di cules de transfection des R7TM, de marquage) que pour les RTKs.

On signalera le mocele de [Cement et al., 2001] qui a examire le eepteur FSH
coupka la proeine G comme une esgece unigue qui peut &tre activee par une hormone.
Ce complexe active a son tour l'acenylcyclase pour produire 'AMPc. Ce moctle aee
ceveloppe pour un horizon temporel long et focalie sur levolut ion de la eponse cellulaire
(croissance folliculaire) en fonction de I'historique d'expositiora FSH.

Pour un tout autre R7TM, [Bhalla and lyengar, 1999]etablissent des moctles portant
sur le ecepteur au glutamate au sein de neurones. Comme le premier oaele de l'article
[Bhalla and lyengar, 1999], portant sur la signalisation EGF, le deuxeme st construit
a partir de sous-eseaux incependants. Ces sous-eseaux portat sur quatre kinases cks :
la PKA, la PKC, la CaMKII et la cascade MAPK. Le comportement de ce eseau aet
analys pour ceterminer les connections sgeci ques entre lessous-eseaux permettanta
l'activie CaMKII d'atteindre unetat stable apes l'arrét des e ets du calcium induit par
le glutamate. Ceci est eali® lorsqu'il y a une boucle de etro-action positive de la PKC
sur I'AC. A ce moment-h, la PKA, en aval de I'AC a un e et regatif sur un inhib iteur de
la CaMKIl, ce qui permeta la CaMKII de se stabiliser en unetat non nul. Ce moctle a
ensuiteet e-introduit dans divers eseaux de egulation . Un premier lelargit par I'ajout
du sous-eseau de egulation de I'lP3 [Mishra and Bhalla, 2002]. Un secondjui cherchea
ceterminer les mecanismes moékculaires lesa I'apprenti ssage et inegre au eseau du gluta-
mate les interactions avec les ecepteurs EGF et NMDA (N-nethyl-D-aspartate), ainsi que
la cascade MAPK/ERK suitea une stimulationelectrique des neuron es [Ajay and Bhalla,
2004]. En n, ecemment, toujours autour des neurones et du ecepteu au glutamate, le
laboratoire de Bhalla a mis au point un large eseau inegrant la syntte se prokeique dans
les dendrites a n de prendre en compte les modi cations synaptiqges qui permettent la
memoirea long terme. Ce mockle relie sept sous-eseaux de egulation. En particulier, ce
mockle montre que mTOR est un internmediaire ck des ecept eurs au glutamate et au fac-
teur de croissance BDNF (brain-derived neurotrophic factor) pour la yntlese proeique
[Jain and Bhalla, 2009]. Cette moctlisation ODE en sous-eseaux juxtapass recessite
enormement de donrees pour chague sous-eseau. Comme specie dans les articles cies
peedemment, une grande partie des paranetres aet estimeea partir de eactions entre
esfeces puriees, puis des mesures sur certaines especesit permis detablir chaque sous-
mocele. De méme que pour la signalisation EGF, on remarque gu'au seid'un syseme
cellulaire les eactions entre especes puriees ne sont pas tojours repesentatives des
ealies comprenant competitions et recyclages. En n, la moce lisation par modules reste
tes celicate, les comportements obtenus pour chaque sous-esaix £paement peuvent
etre modies une fois qu'ils sont reles entre eux au sein du eseau principal.

Contrairement au mockle pe@dent, un troiseme R7TM a vu son reseau de signali-
sation moctli en un syseme ODE sans module, c'est le ecpteur 2-adenergique. Le
moctle eali®e par [Violin et al., 2008], prend en compte le ecepteur qui, une fois actie,
induit la formation d'’AC. L'AC activea son tour 'AMPc qui induit une  activation de la
PKA. Au sein du moctle, la PKA cesensibilise le ecepteur en le phosphorylant et soutient
l'activation de PDEs qui cegradent 'AMPc. Le ecepteur peut aussi etre phosphoryk par
les GRKs et se complexer aux -arrestines pour étre cesensibili®e. Tout d'abord, au vu de
leur temps d'observation, 20 minutes, ils consicerent constantedes quanties totales des
especes au sein de leur mockle et en ceduisent cing lois de cgervation. Puis, se basant
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sur les donrees FRET portant sur 'AMPc, [Violin et al., 2008] ajustent | eur mockle a
l'aide d'une methode de Monte Carlo (voire paragraphe 1.7 et les Algorittmes 2 et 3 au
chapitre 2).

En n, un mocele angiotensine existe et prend en compte la signaliation ERK depen-
dante des proktines G et des -arrestines [Csercsik et al., 2008]. Ce mockle est construit
paretapes et les paranetres sont recherches par une nethode doptimisationa chacune
desetapes. Les especes obsenees sur lesquelles se basaubtgment paramnetrique sont les
ERKSs en condition controle et sous les conditions perturtees d'itibition des -arrestines
2 et d'inhibition de la PKC. Cependant, les dierents types de GRKs ne sont pas pris en
compte, la sensibilie des paramnetres est tes importante et le moctle est arbitrairement
nornea 1 ce qui ne permet pas de comparaisons avec des paranetres da literature et
introduit notre travail qui prend en compte ces dierents point s ainsi que des validations
sur des donrees publees suppementaires et des pedictons originales (section 3.2).

1.6 Reduction de moakle

Peedemment, nous avons vu que pour pallier un manque de connaissices sur les con-
stantes du eseaux de signalisation, des nethodes de recherchesharanetres avaientee
ajoutesa la ealisation des moctles. Une deuxeme possibilie qui peut étre compementaire
de la premere est de eduire les mockles. De plus, certaies eductions permettent de ne pas
cetailler I'ensemble de la structure du eseau (ou ensemble @s eactions). C'est un point
ineressant quand de grandes incertitudes persistenta ce nieau. Parfois, les methodes de
eductions sont coupees au nethodes d'ajustement pararnetrique. En e et, si le nombre
de paranetres inconnus a rechercher est trop important, l'ajustement paranetrique est
di cilea ealiser et parfois impossible. C'est pourquoi, une m ethode de eduction pourra
étre appligee avant l'ajustement des paranetres. On se rappdlera que les paramnetres et
la structure du mockele sont recessairesa l'inegration num erique de I'ODE.

Une premere nethode de eduction, tes utilie, se base sur letablissement de lois
de conservation sur une especeEtablir une loi de conservation revienta supposer con-
stante une espece du moctle. Le syseme est ainsi clos pour cedtespece, soit sa syntlese
compense sa cegradation, soit ces deux eactions sont absentes du nedel L'espgece peut
etre sous plusieurs formes : phosphoryke, au sein d'un complexetc... Avoir une loi de
conservation sur cette espece estequivalenta que consicerela somme de toutes ses formes
est constante. Lorsqu'une loi de conservation estetablie, une equabn du syseme ODE
peut étre enlewee contre l'ajout d'un pararetre repesentant la quantie totale de I'espece.
Selon les conditions, il peut étre plus avantageux d'enlever unequation et d'ajouter un
paranetre que de garder le mockle initial. La forme de I'espece don lequation de vitesse a
et supprirree peut etre retrouvee en soustrayanta la quan tie totale de I'espece, la somme
des autres formes de l'espece. Cette eduction est conside exacte et eversible, elle ne
change riena la dynamique du mockle. Ainsi, au sein de l'article, [Musnier et al., 2009],
nous avons Noe RT la quantit totale de ecepteurs suppose constante au cours du tenps
d'observation, R le ecepteur FSH et RH le ecepteur FSH complexea la FSH.

La loi de conservation s&crit :
RT = R+ RH
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Et, il sut de prendre en compte la dynamique de RH, celle deR peut se deduire telle
que :

R=RT RH

Le syseme ODE (1.1) peut ainsi &tre eecrit apeseliminat ion d'une variable et ajout
de la loi de conservations ainsi que du paranetres de quantie totale,QT, correspondant.

Une seconde eduction de moctle que nous avons utilisee pour noe moctle d'acti-
vation des ERK par l'angiotensine est la somme des variables qui decoaht d'une suite
de eactions lireaires. Ce type de eduction rend inaccessibés lesetats internediaires de
la variable, donc est ireversible. L'exemple du moctle angiotersine est illuste ci-dessous
(Figure 1.23).

Figure 1.23 { Reduction qui consistea faire la somme des variables qui ceoulent d'une
suite de eactions lireaires.

Pour des mockles pesentant des especes ayant une multitudedetats possibles (phos-
phoryke sur dierents sites, au sein d'un complexe etc.), une eduction en macro est
propose par [Borisov et al., 2008]. Il regroupe en une variable les dieents complexes
ou etats auxquels participe une forme de l'espce. Ce regroupemeénest possible si la
forme de l'espece est inkpendante des autres formes. Par exen® le ecepteur AT i1a
comprend 13 sites de phosphorylation, la combinaisofiP1g et la combinaisonf P2g ap-
paraissent incdependamment I'une de l'autre et n'interagissent s (voire mockle angioten-
sine section 3.2). Selon [Borisov et al., 2008]RP 1 et RP2 sont deux macro qui
contiennent lI'ensemble des especes leaRP1 et le RP2. De méme, au sein du mockle
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FSH, les Pp70S6K T389g, Pp70S6Kf T421,S424y et Pp70S6Kf T389,T421,S424 sont des

macro qui regroupe l'ensemble des Pp70S6K etant phosphoryke sur le sitd T389g,
sur les sitesf T421,5424 et sur les sitesfT389,T421,S424 (voire moctle FSH section
3.1). Cette eduction se focalise sur unetat d'une espece et fai la somme des dierentes
variables auxquelles cette espece participe. Cette eductionn’est pas eversible et modi e
le comportement dynamique du moctle.

De manere similaire, et proposant une gereralisation des deux reductions pe@dentes,
il existe une nmethode graphique qui consiste a fusionner des nuds (ou variables) pour
former des variables ageges. A la dierence de la nethode peedente, ces variables
ageges ne se limitent pas aux dierentes formes d'une méme spece. Cette nethode ne
recessite aucune connaissance pealable du eseau et est basaraun formalisme de theorie
des graphes avec noeud de fusion et suppression d'ogerations. Bisouvent, il existe cea
dans la literature plusieurs moceles eduits d'un méme reseau (cascade MAPK). C'est
pourquoi, [Gay et al., 2010] aelaboe un algorithme qui compare deux moddes : un cetaile
et un eduit pour ceterminer s'il existe une eduction par ce tte nmethode graphique entre
les deux et, le casecheant,, cet algorithme donne lesetapes de l&duction.

Il existe aussi des eductions leesa letude tes pec ise des dynamiques du syseme
ODE. Contrairementa la nethode peedente, ces nethode s requerent la connaissance
de toutes les constantes ciretiques a n de determiner quels eeembles de mokcules ont
une dynamique lente par rapport aux autres. Le syseme ainsi cecoug peut &tre eduit
en consicerant constante, a leur point dequilibre, les variabl es aux dynamiques lentes
[Glendinning, 1994; Kaper and Kaper, 2006]. Toujours au niveau des eductionse mocktles
paranetes, [Gorban et al., 2010] listent les methodes classiques attielles detats station-
naires et proposent, pour les moceles ODE lireaire, le calcul d'vn mocele eduit asympto-
tiguement dominant base sur letude des valeurs propres et de leurs vecteurs pro@s
assoces au mockele.

Pour les eductions visanta simpli er une chaine de eaction en ligne, pour les eductions
graphiques et les eductions lees aux dynamiques lentes, legsultats dynamiques sont af-
feces et les eductions sont ireversibles : on ne peut pas rérouver lesetats cetailes a
partir du mockle eduit. Cependant, pour les mockles ODE, nou s observons une simulation
du moctle qui est le esultat d'une inegration nunerique. C ette inegration nurrerique
etant une approximation de la solution, cela produit une erreur au niveau des simulations
(Voire chapitre 2, Figure 2.5). Lorsque l'erreur gereee par l'int egration nunerique est de
méme grandeur que I'erreur produite par la eduction, on ne disingue pas les simulations
des mockles cktaile et eduit. Dans le méme sens, les donees sur lesquelles le mockle est
ajuse comportent un bruit, cela est fequent et est repes ene par lesecart-types. Alors,
l'important est de \eri er que les erreurs duesa l'inegrati on nunerigue et aux eductions
soient d'un ordre inErieur aux donrees experimentales mockliees.

En n, et pour conclure, les moceles comportent en premier lieu ks variables lees aux
guanties obsenees exgerimentalement.

I nition 1.6.0.1. Une observableest une fonction cependante des variables du moctle
qui est directement comparablea une quantie mesuees exgrimentalement. L'ensemble
des observables d'un mockle sera not par la suiteObgX).

Par exemple, I'observable du moctle angiotensinea comparer aux domes ERK phos-
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phorykes est la fonction somme des variableSpERK et bpERK . Pour le DAG et la PKC
du méme mockle, les fonctions sont plus complexes et cetailes au sein de la section 2.1
puis utilies dans l'article angiotensine section 3.2. Ces observdds sont mises en par-
alele de leurs valeurs exgerimentales pour guider l'ajustemet parametrique du mocele
dynamique. Les variables qui composent chaque observable sont importaeg. Supprimer
une de ces variables reviendraita ne plus pouvoir calculer une obseable, donc ne plus
consicerer les donrees experimentales correspondantes, doncimhinuer I'apport d'infor-
mations sur le mockle. Au deh de ces observables, I'erreur commse ne peut pas étre
guantiee. C'est pourquoi les moctles eduits se concentrent souvent sur les variables lees
aux observables. L'importanta retenir au niveau des eductions non eversibles est que
la pecision ou le manque de pecision qui en cecoulent doiventétre adapes au moctle
biologique que I'on veutetudier.

1.7 Ajustement Paranetrique - Etat de l'art

Les ajustements paranetriques peuvent étre utilies independamment des eductions,
ou apes celles-ci, pour ceterminer les paranetres inconnus. B e et, les sysemes dy-
namiques recessitent la connaissance de lI'ensemble des parames de 'ODE comprenant
les constantes de eaction, les conditions initiales et des quants totales (P = (K; CI; QT ),
Tableau 1.3) pour ealiser l'inegration nunerigue du mockele, qu i donne levolution des
dierentes variables au cours du temps. Ces evolutions, aussi appees simulation du
mockele, repesentent les quanties pedites par le moct le. Le but du mocklisateur est
d'avoir une correspondance entre ces simulations et les donreesdbbgiques.

Le plus souvent, les donrees sont relatives, exprinees en pourogage d'un maximum.
Pour les rendre quantitatives, on leur joint une norme (Norm) qui fait correspondre les
pourcentagesa une grandeur. Pour le mocele angiotensine, la grandeudu mockle est le
mol:L 1 et nous avons trois normes assocees aux quanties d®AG, PKC et pERK
(Figure 1.24). Ces constantesilorm = ( norm1;normso;:::;;normyopr)) peuvent aussi faire
partie des quanties inconnues. Elles ne sont pas recessairesfinegration nunerique de
I'ODE mais indispensablesa la comparaison des simulations aux donres.

100% 1.265 M

Norm

60% 0.759 M

temps temps

Figure 1.24 { Pour faire correspondre les donreesy fonction du maximum de eponse
(100%)a une concentration molaire, on multiplie ces donrees par un paragitre de norme,
Norm.

Pour confronter les simulations du mocele aux donrees exgerimertales, joindre une
norme aux observables simuees QbgX; Norm )) plutdét qu'aux donrees estequivalent et
est utilie au sein de la fonction objectif (ce nition ci-dessou s).
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Ce nition 1.7.0.2. On nommera fonction objectif, la distance entre les quanties ob-
senees exgerimentalement, Y, et leurs observables correspondantebgX; Norm ). Cette
fonction cepend des valeurs de paranetresP qui permettent de calculer les simulations
X par inegration nurreriqgue de I'ODE et des valeurs de normes (Norm) assocees aux
observables. Elle sera noed q; telle que :

fobj(P;Norm) = d(Y;ObgX;Norm)) (1.6)
(P iNorm ) = (p; p2i :::; Pupr) <t - 3
Integration E
de 'ODE £
IS
g
B
S
— Simulations ObgX ;Norm ) pour le jeu de parametres (P ;Norm ) dz:

+ Donnees Y
Erreurs jyi X

I
PERK DAG PKC
+

temps temps temps

P
f(;m = erreurs oranges

Procedure iterative pour rechercher le jeu

(P ;Norm ) Valeurs de (P;Norm)

Figure 1.25 { La fonction objectif va repesenter la somme des distances ent les donrees
et la simulation. Selon les valeurs des paranetres® ;Norm ), les simulations sont plus
ou moins proches des donrees et la valeur de la fonction objectif seplus ou moins petite.
L'ajustement paranetrique consistea rechercher (P; Norm).

Le but de l'ajustement paranetrique est d'obtenir une valeur de tous les paranetres
inconnus parmi P = (K;CI; QT ) et Norm an de minimiser la distance entre les simula-
tions et les donrees ou encore de minimiser la fonction objectif (Kjure 1.25). Par la suite
on parlera de jeu de paranetres pour designer I'ensemble des coraites inconnues et par
abus de langage, on cesignera ce jeR.

La distance d de la fonction objectif peut étre dierente selon les logiciels & la nature
desekments composant la fonction objectif. SiY et ObgX; Norm ) sont des vecteurs de
dimensions nies (Y = (ya;:::;¥n) €t ObgX;Norm ) = ( X1;:::; X)), alors d peut &tre une
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distance usuelle (Figure 1.25). C'est le cas au sein de CoBasi [Hoops et, &006] et GLSDC
[Kimura and Konagaya, 2003] a1 d(Y; ObgX;Norm)) = = ., (i xi)2. Pour le mockle
FSH p70S6K avec Scilab (section 3.1) et au sein debnotre impementatiotYPE (section
3.3), la distance utili:e estd(Y;ObgX;Norm)) = L, wijyi X;j @ w; est un poids
qui permet aux erreurs d'¢tre comparables entre observables : lggux comprenant plus
de points de temps ainsi que ceux ayant des valeurs plus fortes nersat pas privieges.

Pour le logiciel Biocham, la distance est dierente car Y et ObgX;Norm ) ne sont pas
des vecteurs mais des proprees temporelles et une trace, siglation du mockle (voire
paragraphe 2.2.3 et [Rizk et al., 2008]).

Une fois le probeme bien pose : paranetres inconnus lises et forction objectifetablie, il
existe plusieurs straegies pour faireevoluer les paranetres @ vue de minimiser la fonction
objectif. Regroupees sous le hom denethodes d'optimisation, nous allons en cetailler
plusieurs ci-dessous, entre autre celles qui seront utilisseau sein des esultats.

1.7.1 Methodes cterministes

Tout d'abord, les nmethodes deterministes, elles sont peetablies et ne s'adaptent pas
au cours de la recherche du jeu de paranetre iccal. Souvent, ellestilisent la structure du
mockle et leurs champs de recherche est limie au voisinage du jede paranetre initial.

C'est le cas des descentes de gradient qui calculent les pentes ldefonction objectif
par rapport aux paranetres et faitevoluer le jeu de paranetres dans le sens de la descente
pour la fonction objectif (Figure 1.26 et Algorithme 1). D'un point de vue mathematique,
la pente d'une fonction corresponda la cerivee de cette dernére. En dimension sugerieur,
la cerivee devient un vecteur : le gradient de la fonction. Chaque eement de ce vecteur
corresponda la cerivee partielle de la fonction objectif selon I'un des paranetres du jeu.

Le gradient r pfqp indique la direction dans laquelle les parametres induisent une
augmentation maximale de la fonction objectif, doncr pfop(P°) la plus forte descente.
Dans cette direction, on avance d'un pas pour obtenir le jeux de parametres suivant :

PL=P% 1 pfoy(P)

L'algorithme repart de ce nouveau jeu de parametresP ! et le faitevoluer lireairement
selon une nouvelle pente,r Pfobj(Pl), pour aneliorer le minimum troue.

Ces nrethodes (Descente de Gradient, Gradient conjugle, Newton,..) cependent beau-
coup du point de cepart et du changement de pente. De plus, le calculle la pente recessite
gue la fonction objectif ait de bonnes proprees : cerivable une fois dans toutes les direc-
tions pour le gradient conjugte et cerivable deux fois pour la metho de de Newton. D'autres
formules de descente ontee dceveloppees a n d'approcher la pecision de la nethode de
Newton. Ce sont les methodes de Quasi-Newton qui,a I'aide du gradiety approximent
les cerivees de second ordre comme les nethodes BFGS [Broyae 1970; Fletcher, 1970;
Goldfarb, 1970; Shanno, 1970].

De telles nethodes de recherche impliquent des calculs de gramhts de la fonction
objectif par rapport aux paranetres. Pour le cas des fonctions objectifsdont on ne connait
rien (BBO pour Black Box Optimisation), le calcul du gradient peut &tre remplae par
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f obj

|
Prmin Ps Pooe Valeurs deP

== Evolution du jeu de parametre

Figure 1.26 { En violet les valeurs d'une fonction objectif en fonction d'un pamanetre.
Pour rechercher le minimum de la fonction objectif, la nmethode du gradient conjugle
descend le long de la plus grande pente et s'arréte dans le premigrinimum renconte (le
pas devolution du paranetre peut faire sauter des optima locaux). Pour un paramnetre
initial Pa, la methode trouvera le minimum global Pnin tandis qu'en partant de Pg la
methode s'arrétera dans un minimum local Ppoc .

des dierences nies. Le gradient de fo, en P est approcte par levaluation suivante :

@i (P)
@p

le long de laj eme composante,ej est le vecteur unie et est un nombre eel positif.
A n d'assurer une certaine pecision dans l'approximation du gradient, doit étre petit
par rapport aux composantes deP .

D'autres nethodes evitent le calcul du gradient comme les Pattern Search . A
chaque ieration, les directions sont peetablies et I'algorith me descend successivement
suivant chacune avant de recalculer une srie de directions poutitration suivante. Cette
nethode peut etre tes rapide compae aux nethodes comportant un calcul du gradient
[Hooke and Jeeves, 1961].

Un autre type de nethodes ceterministes appeé  smoothing technique revienta
lisser localement la fonction objectif. Puis, dans le voisinage liesaappek  Trust region
un minimum est rechercte. Un lissage peut étre faita chaque ieration mais la fonction
optimiee sera de plus en plus dierente de la fonction objectif de depart. C'est pourquoi
deux contréles sont e ectwes sur le jeu de parametre minimisant localement la fonction
lisee : il doit &tre au sein de la Trust region et il doit aneliorer la vraie fonction
objectif (Figure 1.27).

On retiendra de ces nethodes qu'elles sont tes usuelles,ependant, elles recessitent
souvent des proprees de cerivabilie de la fonction objecti f ce qui engendrent des calculs

foj(P+ ) fop(P) (1.7)
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—
Pmioc  Valeurs deP
— fopj la vraie == Evolution du jeu de paranmetre

— fopj lisee localementl__| Trust region

Figure 1.27 { Recherche d'un jeu de parametre qui minimise la fonction objetif par une
nmethode de smoothing . Tout d'abord, la fonction objectif initiale (en vert) est lisee
localement (en violet). Puis, le jeuP est modie pour minimiser cette fonction objectif
lise. Enn, on \erie que le jeu Pnioc troue appartiennea la  Trust region et soit
meilleur pour la vraie fonction objectif.

tes lourds. D'autre part, la recherche est peetablie (ne thodes deterministes) ce qui
ne laisse pas la possibiliea l'optimisation de s'adaptera la fonction objectif. En n, elles
explorent peu I'espace des paranetres et donnent souvent une soligin locale. Pour conclure
et en remarquant que leurs esultats cependent du jeu de cepat, une anelioration simple
existe et consistea essayer plusieurs jeux de cepart choiside manere stochastique. Une
impementation aet ealiee sous le nom de BFGS-restart.

1.7.2 Methodes stochastiques globales et locales

Contrairement aux rmethodes dceterministes, les nethodes stochastiques sont bases sur
unechantillonnage akatoire de l'espace des paranetres ce qui permt une exploration plus
large (Figure 1.28).

La premere nethode, utilise un algorithme de Monte Carlo. Cet algorithme aee
invene par Nicholas Metropolis, et publee en 1949 dans un article coecrit avec Stanis-
las Ulam [Metropolis and Ulam, 1949]. Elle consiste a ceer une population dejeux de
parametres candidats de facon incdependante en utilisant plusieurs fois une distribution de
probabilies uniforme xe. Puis, le meilleur jeu trouve, celu i donnant la plus petite valeur
de fonction objectif, est garde. Ce processus est ek, le neilleur jeu de paranetre, des
populations actuelles et peedentes, est enregiste. |l aek prouve que cette methode
converge en theorie vers le minimum avec une probabilie de 1 si'bptimum fait partie du
domaine de c nition de la distribution (si aucune egion de I'esp ace des paranetres est
ignoee) [Solis and Wets, 1981]. Dans la pratique, le temps de convergea@st tes grand et
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Tirage puisevaluation

Probabilie de tirer un paranmetre dans cette region

Valeurs de la fonction objectiy;

f obj

P valeurs ddP
Jeu de paranetres tie
valeurs dek;

P valeurs de&P

Ky \’

k, valeurs dek,
Vue de dessus en dimention 2
P = (kl, k2)

Figure 1.28 { Tirage d'un jeu de paranetre P selon une distribution puisevaluation de
fobj (P ).

augmente exponentiellement en fonction de la dimension spatiale decherche (en fonction
du nombre de paranetres inconnus).

Un inconwenient de cette methode est que la recherche par tirageuniforme n'avantage
aucune egion de l'espace des paranetres. Pour introduire uneclantillonnage pegrentiel,
la population de jeux de paramnetres candidats sera gereee selonune densie normale par
exemple. C'est le cas de Important Sampling , Important Sampling Resampling ,

Population Monte Carlo et Population Monte Carloa noyaux de transition

De plus, ces nmethodes fontevoluer une population de jeux de pararatres. La fonction
objectif estevaliee pour I'ensemble des jeux de la population etla meilleure solution est
garcee [Cappe et al., 2004; Douc et al., 2005].

Le but de ces nethodes est d'estimelP tel gu'il ait la meilleure vraisemblance au vu des
donrees. Soit ( )laloi a priori et ( jY)laloi a posteriori qui cesignent les emplacements
al sont a priori et eellement (a posteriori) les jeux de paranetres solution. Un estimateur
du jeu de paranetre P est I'espgerance de suivant la loi a posteriori.

Avec pour base le tteoeme de Bayes, on va chercher cette estimatn deP ou esperance
a posteriori en multipliant la distribution a priori, par la vraisemblance, et en e ectuant
une normalisation.
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z
E (irh() = (jy) d
_ g LUV Od
LCjY) () d
Important Sampling Il peut s'awerer tes di cile voire impossible de gererer  unechantillon

suivantlaloi ( jY).L'ikeeced Important Sampling est de gererer lechantillon selon
une densit d'importance (proposal distribution) : g. L'esperance ci-dessus peut alors se
kecrire

L(jY) g o() d
L(iY)g) o) d

E(mn() =

On appeleraw( ) = g( ) le poids d'importance.

Soient (j)j=1:Npop Variables akatoires incependantes suivant la loi g, d'apes la loi
forte des grands nombres (LFGN), on a :

Npop
IS -y 0
E () = Nggrf)}l it
1
avec
i (i)
N S LA 1)
y ™ Npop (i)

(LFGN : Pour ( Xn)p, suite de variables akatoires mdaperlgplantes qui suivent la méne
loi de probabilie et sont inegrables i.e. E(jXnj) < 1, Xn converge versi(X)

presque strement )

Apes avoir choisi une loi a priori et une loi d'importance g, E'? J.Y)( ) peut étre
calcuke. Les choix de et g orent une large diversie : = g, gQaussienne,g loi
gaussienneg loi de Student ...

Cette deuxeme nethode, Important Sampling Resampling (Algorit hme 2), consistea
eechantillonner unechantillon ( 1;:: npop) Obtenu par Important Sampling selon une loi
multinomiale M (! 1;::;! npop). On obtient un nouvelechantillon : ( 73;:: Npop)

1 eep

( Y)( ) =
. Npop i=1
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Population Monte Carlo Cette troiseme nethode d'ajustement paranetrique est
aussi un ra nement d'Important Sampling. Population Monte Carlo appelle ierativement
Important Sampling Resampling. A chaque ieration t, lechantillon  '*! est calcuka par-
tir de lechantillon .

En n une dernere variante propose d'utiliser plusieurs lois d'importance pour la gereration
de chaque J-‘ en poncerant les esultats, elle est appeke Population Monte Carlo avec
noyaux de transition (Algorithme 3). Cela permet en faisant varier Ie cart type des distri-
butions de ra ner la recherche en se teplacant vite dans les zones ai les paranetres
induisent une grande erreur et en e ectuant une recherche plus pcise et locale dans les
zones al les paranetres donnent de meilleurs esultats. Ainsi,on e ectue une recherchea
la fois globale et locale des parametres minimisant la fonction objecfi Le principal defaut
de ces nethodes est le besoin d' priori sur les paranmetresa rechercher.

Les nethodes pe@dentes utilisent des distributions xes au cours de la recherche,
d'as sont tiees des populations de jeux de paranetres. Au contraire, la methode du Re-
cuit Simue  gerere un seul jeu de paranetresa partir d'une proposition de distribution
qui est moduke au cours des ierations. Le jeu de paranetres tirea l'ieration n suivant la
distribution est garce s'il est meilleur que le jeu n 1 ou s'il est moins bon avec une proba-
bilie quievolue. Cette dernere probabilie est fonctiond 'une temperature quidiminue
au cours de la recherche. Pour une distribution normale, cela corregnda faire diminuer
le rayon de recherche des jeux de pararnetres (Figure 1.29). Ainsi, leecherche plus globale
au cepart devient progressivement locale, on dira de cet algorithme g'il est adaptatif
Mais notons bien que la temperature (rayon de recherche) est peetablie s le depart,
l'algorithme n'est pas auto-adaptatif. Une nethode de recuit simuk tes utiliee est l'al-
gorithme ASA (Adaptative Simulated Annealing) [Ingber and Ingber, 1989; Ingber, 1993].
Cette methode comporte des lois de proposition dierentes pour chaque pararnetre (dans
chaque direction) au sein d'un jeu ainsi qu'une temperature  quievolue au | des
ierations.

Les nethodes pesentes ci-dessus impliquent le choix deglistributions qui doivent
couvrir le voisinage du jeu de paranetre qui minimisef o;. Poureviter ces probemes d'a
priori , les methodesevolutionnaires sont de bons outils. Dans un premietemps nous allons
voir deux methodes evolutionnaires inspiees de la biologie puis un algorithme ecent :
CMAES (Covariance Matrix Adaptation Evolution Strategy)

1.7.3 Methodesevolutionnaires inspiees de la biologie

Selon la theorie de levolution de Darwin, au sein d'une espece,des modi cations du
enome apparaissent au | des gererations. Si le nouvel individu est adapta son milieu,
il survit et par la m&éme occasion transmet ses genesa la greation suivante. Par contre,
l'individu inadapta I'environnement ne survit pas et entrain e avec lui la perte son ggnome
inadape. S'inspirant de cette treorie de levolution, les e thodes evolutionnaires font
evoluer une population d'individus (ou jeux de paranetres). Si le nouvel individu permet
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Figure 1.29 { Pour rechercher le jeu de paranetre qui minimise la fonction oljectif par
une nethode de Recuit Simuke |, les jeux de paranetres candidats P1; P2; Pfinal ) sont
choisis au sein d'une distribution dont le rayon de recherche dinmiue, il est fonction d'une

temperature

une anelioration de la minimisation de la fonction objectif, il est garde, sinonelimire.

Sur ce principe, la methode Particle Swarm mime le comportement d'un essaim de
particules qui volent sur le paysage de la fonction objectif etechangent des informations
sur les meilleures solutions gu'elles ont vues [Clerc and Kennedy, 2002]. L'essaim des
particules corresponda une population de jeux de paranetres. La mghode consistea faire
evoluer ces jeux de I'essaim en se rapprochant des jeux les plus &gks. Plus peciement,

a chaque gereration ou ieration n, chaque jeu de pararretresP," evolue en fonction :

{ du meilleur jeu garce en memoire au | des ierations : Pm;
{ du meilleur jeu de l'ieration peedente Pg" 1
{ du meilleur voisin Pn!
Le jeu Pi”+l a lieration n + 1 est une somme du jeuP" de lieration n ainsi qu'une

vitessev'*! telle que :

P"M+ c3r3 (Pn!' P")(1.8)

"LoPM+ c2r2 (Pm
(1.9)

vt wv! + clrl (Pd

Pin+l Pin + Vin+1

avecw; cl; c2; c3 des constantesy 1;r2 et r3 des nombres akatoires.

Une autre nethode evolutionnaire inspiee de la biologie est l'algorithme geretique.
C'est méme la plus connue et la plus ancienne des nethodes elutionnaires. Holland
ceveloppa l'algorithme geretique pour simuler et comprendre comment les organismes
s'adaptenta leur environnement naturel [Holland, 1975]. Mais, ce n'estque bien plus tard
gue ces algorithmes sont repris et utili’es en optimisation, en paitulier par [Goldberg,
1989]. Cette nethode consistea consicerer des chromosomes monobrit leur appliquer des
croisements et des mutations. Chaque chromosome repesente un jele paramnetres. Les
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paranetres sont les mémes d'un chromosomea l'autre, seules lesaleurs de ces paranetres
peuvent etre dierentes. Cela est repesene par k et k® gure 1.31. Tout d'abord deux
e nitions :

Ce nition 1.7.3.1. Un croisement, en biologie, est unechange de genes homologues entre
deux chromosomes d'une méme paire. L'operateur de croisement au seie l'algorithme
eretique va echanger entre deux jeux, des parametres homologus pouvant avoir des
valeurs dierentes (par exemple pg et pd gure 1.31). Le croisement barycentriqueappligle

a une paire de parents (P'; P2') donne une nouvelle paire telle que :

(PD; ;2225 Par Poar+1 + 25 PNPR) (1.10)
( PL; P23 1255 Poar’ Phar+1 5 25 PRPR) (1.11)

Py
P7

al bar I'emplacement du pivot barycentrique

I nition 1.7.3.2. En biologie, unemutation correspondenta une modi cation de ¢ene.
Adaptea un jeu de paranetres cela revienta modi er Egere ment certains paramnetres.
Dans le cas gaussien, le nouveau jeR" est pioctee autour deP" suivant une distribution
(Figure 1.30) tel que :

Pl = P"+ N(O;C) (1.12)

al estlecart type de la mutation et N (0; C) un tirage de vecteur gaussien cente de
matrice de covarianceC (e nie ci-dessous).

e nition 1.7.3.3. La matrice de covariance est une mesure de dispersion autour d'une
moyenne (Figure 1.30). Elle est utilisee pour & nir et celimi & la distribution gaussienne,
N (P";C) autour de P", au vont étre piocte les jeux de paranetres P"*1,

\ ’
_ 10 _d 0 _ O dip
c= 01 c= 0 do C dy1 Oy

Figure 1.30 { La matrice de covarianceC cetermine la forme de la gaussienne a est
pioctee le nouveau jeu de parametresP"*! (orange)a partir du jeu P" (vert) lors de la
mutation. Georretriquement, la matrice de covariance peut étre repesente par ses ellipses
d'iso-densie (en violet).

Si la mutation est petite, elle permet une exploration du voisinage dyeu de paranetres
P", appeke exploitation .Enrevanche, I'operateur de croisement apporte de la diversie
au sein des jeux de pararmetre et permet I'exploration de I'espace descherche.

94



1.7. AJUSTEMENT PARAM ETRIQUE - ETAT DE L'ART

L'algorithme ceretique va utiliser ces operateurs pour faire ev oluer plusieurs jeux de
pararetres. Au cepart, il y a Npar chromosomes monobrins parents (ou jeux de
paranetres initiaux) choisis aktatoirement. Puis, parmi cet ensemble de parents une
paire est pioctee. Les ogerations, mutations et croisements, sont ectwees sur la paire pour
former une nouvelle paire de chromosomes dit enfants . Letape de pioche d'une paire de

parents auxquels on applique des ogerations gretiques est epke autant de fois
gue recessaire pour obtenirNenf  enfants . Puis, la fonction objectif estevallee pour
chacun des nouveaux chromosomesenfants ceee. Les meilleurs chromosomes parmi les

parents et enfants sont gardes pour former la gereration de  parents suivante
et recommencer le processus de ceation d'enfants (Figure 1.31 et Algorithme 4).

Etape ieee pour obteniNenf jeux "enfants"

ZoomP PO PO p
12 N par — ]
L~ - -

Npar jeux LesNpar meilleurs jeux

de paranetres | Pioche d'une Croisement et mutations | La fonction objectif est font choI|IS|s parmi Ief Jeux

dit jeux paire de jeux donnant la nouvelle evallee pour I'ensemble parents” et "enfants" pour

"parents” "parents" P; P9 paire de jeux "enfants” desNenf jeux "enfants" former le jeux "parents"”
suivant

Figure 1.31 { lllustration de I'algorithme geretiquea l'aide de chromosome s monobrins

Lorsqu'on veut e ectuer une phase d'exploration (ou recherche globale)on a besoin
de fortes mutations alors qu'en phase d'exploitation (ou recherche laae), de petites mu-
tations sont plus adapees. Pour rendre adaptatif I'algorithme geret ique, on peut modi er
lamplitude des mutations ( ). Intuitivement, une egle assez simple consiste a regerer
guand on ne trouve plus d' enfants meilleurs que les parents , ce qui anenea
penser que les mutations sont trop fortes eteloignent les enfants desolutions. Dans ce
genre de cas, une diminution de I'amplitude des mutations peut &t envisage an d'-
exploiter le voisinage des parents. Inversement, lorsque les entansont en grande partie
meilleurs que les parents, il n'y a aucune raison de rester dans unoisinage proche des
solutions cep trouvees, les mutations peuvent etreelargies pour tendrea une exploration
de l'espace. De manere similaire, une grande quantie de croisemnts permet d'explorer
I'espace des paranetres tandis qu'un petit nombre favorise I'exfoitation des voisinages
des solutions pe-existantes. Cependant, un algorithme geretique comporte toujours des
croisements, c'est une de ses caractristiques propre. Cela peet de toujours apporter
au | de la recherche des jeux de paramretres originaux, pas foremenproche des jeux
pe-existants.

Pour l'ogerateur de mutation, une premere adaptation simple est la egle des 1/5.
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Dans ce cas, la matrice de covarianc€ est l'identie, 'operateur de mutation est le méme
pour tous les paranetres d'un jeu. Lorsqu'au bout deT gererations, on a plus d'un enfant
sur cing de gardes, lecart type egissant la taille de la mutation est multiple par 1.22,
dans le cas contraire, il est multiple par 0.83 [Auger, 2004].

1.7.4 Strakgie d' Evolution et Adaptation de la Matrice de Covariance

SA-ES pour Self Adaptative Evolution Strategy se focalise aussi sur lgolution de
l'operateur de mutation. Cette fois-ci, les parametres de mutation vontevoluer par mu-
tation. L'icke est que la slection des meilleurs individus va aussi etre la lection des
bons ogerateurs de mutation. Les jeux qui auront un ogerateur de mutation inadape vont
etreelimiresa l'ieration suivante car ils vont donner de mau vais paranetres. On nomme
auto-adaptatif ce type d'algorithme car la ®lection se fait d'elle-méme sans intervention
ceterministe. Il existe plusieurs SA-ES, je vous pesenteri ci-dessous les moctles isotrope
et non-isotrope pour des matrices de covariance identie et diagonaleLe cas d'une ma-
trice de covariance pleine est plus complige mais o re la possilie d'avoir des corelations
entre les dierents ecarts types des dierents paranetres d'un méme jeux [Auger, 2004]
(Figure 1.30).

SA-ES isotrope :
lecart type est mue par multiplication avec une loi log-normale :

ntl = Nexp( N(0;1)) (1.13)

puis utiliee pour muter le parent :

PMt = PM+ MIN(O;I) (1.14)

@ est un pararetre » par l'utilisateur et N (0; 1), un tirage gaussien.

SA-ES non-isotrope :

lecart type estun vecteur ( 1;  ; Npgr). Chagque paranetre au sein du jeu a unecart
type speci que.

Et, pour chaque coordonree ou paranetre au sein du jeu, on a

n+l

i

n+1
F)i

Pexp( N (0; 1))exp( N;(0;1)) (1.15)
PM+ MINY0;1) (1.16)

a et Ydeux parametres es par l'utilisateur, N (0;1), des tirages independants de
loi normale centee eduite.

Ces nethodes sont plus riches que la nethode 1/5, cependant elte recessitent des
populations enfants assez larges et donc un codt en temps de calcul non regligeable.
L' inconwenient de ces techniques est que les mutations des opateurs de mutation peuvent
compenser la mutation elle-méme [Auger, 2004].
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C'est pourquoi un nouveau type d'ajustement de l'operateur de mutation est apparu
utilisant le tirage akatoire utili pour muter le pararetre. Ces approches sont appekes
cterandomises car on enkve les tirages utilises pour muter pour ne garder qu'un
tirage communa sigma eta la mutation des paranetres. La nethode CSA (Cumulative
Step-Size Adaptation) utilise ce principe et simpli e la population parent . Elle ne se
base que sur uneement parent pour ceer une population enfant , puis calcule
une somme pondcee de ses enfants en guise de parent suivant. Les geisont inversement
proportionnelsa la valeur de I'erreur commise avec le jeu. En n, le trait qui donne son
noma la methode est la prise en compte du chemin parcouru entre les parents au |
des ierations. On entend par chemin parcouruc, = Ph+1 P, (repesent en vert Figure
1.29). Si ce chemin est grand et toujours dans la méme direction, c'est que le méme
chemin aurait pu &tre suivi plus rapidement, alors lecart type est augmene. Dans le cas
contraire il est diminte pour une recherche plus locale, une exjpitation du voisinage du

parent [Ostermeier et al., 1994].

Alors que CSA se base sur une matrice de covariance diagonale, CMA (pour Gui-
ance Matrix Adaptation) utilise une matrice de covariance pleine. Une atualisation de la
matrice dans sa globalie est ajoute pour CMA par rapporta CSA a se uls les dierents
ecarts types sont modies. L'actualisation de la covariance CMA comprend une somme de
la matrice de covariance pe@dente, du produit scalaire des dex derniers chemins parcou-
rus ainsi qu'une prise en compte du chemin parcouru par les meilleurs jeux de pararetres
[Hansen N, 2003]. Faisant partie des straegies devolution, cette methode sera aussi ap-
peke : CMAES (Algorithme 5). C'est un algorithme tes performant qui est utilie pour
les recherches de paranetres au sein de I'environnement BiochafRRizk et al., 2010]. Cet
algorithme a souleve de nombreuses guestions et motiwe la troisene partie des esultats
qui suivent.
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Objectifs scienti gues

Comme nous l'avons vu, les R7TMs ont une importance inceniable. Ills ent au c ur
de larges eseaux de signalisation ce qui permet une multitude de nuulations selon le
type cellulaire, les quanties des especes du eseau etc..La complexie de ces eseaux est
telle que l'utilisation d'approches mathematiques et informatiq ues est devenue recessaire.

A I'INRA, au sein de lequipe BIOS, la signalisation FSH est abordee en observant
individuellement quelquesekments du eseau. En particulier, I'AMPc, la PKA, le PIP3,
la p70S6K, la rpS6, les -arrestines et les formes phosphorykes de la cascade MAPK
Raf/MEK/ERK. A n de ceméler les comportements de chaque espece au sein du eseau,
des etudes du syseme en conditions normales et perturtees sdnealiees. Les pertur-
bations peuvent étre des mutations du ecepteur, des inhibitons enzymatiques ou des
inactivations d'/ARN messagers. En paralkle, le ecepteur de I'angbtensine (RAT14) est
d'avantage etude, nous avions ace@sa des jeux de donrees plusabondants dans le cadre
d'une collaboration entre RJ Lefkowitz (Duke University) et plusieurs exgeriences publees
permettaient de valider le mocele. En patrticulier, le RAT 15 est le R7TM mocele pour
letude de la voie arrestine.

D'un autre cobe,a I'INRIA, au sein de lequipe Contraintes, un | ogiciel : Biocham a
ek corcu pouretudier les eseaux de signalisation. Cet envir onnement encore naissant au
ebut de ma trese (sa ceation date de 2002) couple un formalisme de decription des
eseaux simple et pecisa des outils nuneriques et informatiques. En paraléle, un grand
programme de mocklisation multiechelle de I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique est
en cours de ealisation et rassemble plusieursequipes de I'INRA et de I'INRA. A terme nos
travaux sur la signalisation FSH pourraient alimenter le niveau mokculaire de ce moctle.

Dans ce contexte nous avons voulu relever plusieurs e's :

{ moctliser les eseaux de signalisation induits par deux R7TMs etcomprendre com-

ment ils induisent des eponses biologiques distinctesgg prolieration vs dierenciation)

{ ealiser un mockle originala I'aide du logiciel Biocham et perme ttre de faire pro-

gresser le logiciel a n de lI'adapter aux contraintes biologiques.

{ apporter notre contributiona la compehension eta I'utilisati on de nethodes d'op-

timisation paranetrique.

En e et, les mockles dynamiques recessitent la recherche palable des paranetres
inconnus pour étre simuks. L'ajustement paranetrique par apprentissage a partir des
donrees biologiques s'est eveE comme un enjeu majeur pour ateindre nos deux autres
objectifs.
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Deuxeme partie

Maeriels et Methodes
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Chapitre 2

Bases exgrimentales et
matlematiques

Tout d'abord, je vous propose de decrire les principes de bases dexperiences bi-
ologiques utiliees au cours de cette these ainsi que les bases mathatiques sous-jacente
a la mocklisation ODE, les algorithmes d'optimisations qui ont servit aux esultats et une
beve pesentation des proprees temporelles lees au logiciel Biocham.

2.1 Experiences biologiques et Interpetations

2.1.1 Dosage ELISA

Cette nethode permet de mesurer la concentration d'un produita un temps de stimula-
tion. En particulier, pour le moctle p70S6K, nous avons utilises cetype d'experience pour
mesurer les variations d'AMPc. Le principe de la nethode est de m#re en competition
I'AMPca doser avec de I'AMPc marqle. On observe ensuite la quantie d'/AMPc margte,
plus elle est importante, plus le signal d'’AMPc cellulaire est faibe (Figure 2.1). La quan-
ti cation est ensuite rendue possible en comparant les intensits obtenuesa une gamme d'-
exgeriences ealiees avec de 'AMPc puriee en doses connes. Par opposition, la methode
FRET va observer au sein des cellules et en temps eel levolubn d'une espece.

2.1.2 FRET : d'un quotient de uorescencea une variable

Description de la nethode biologique : Le FRET ou Ferster Resonance Energy
Transfert est une nethode experimentale qui permet d'obsener des evenements de sig-
nalisation en temps eel sur des cellules vivantes. Plus pecement, le FRET permet de
mesurer un transfert denergie entre deux uorophores. Plusieus senseurs existent qui
permettent de mesurer dierents signaux (eg : activie PKC, PKA, DAG, AMPc, ..).
Nous avons eu recours aux senseurs PKC et DAG pour gererer les domes ayant servia
I'ajustement du moctle angiotensine. L'interpetation en term e de variable et de concen-
tration de ce type de donrees pose des probkmes au moctlisateurC'est pourquoi, nous
cetaillons ci-dessous la fecon dont nous avons esolu ces probeme en prenant I'exemple
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Lyse des cellules, mise en competition avec de 'AMPc marque (rouge)¢

?MPC AMRK
yll Pc AM R{
yAPc AMF’\C(
AMPc
AMPc
Pc AM
AMPc R{

AMPc
AMPc

s N

Experience Western Blot

On observe AMPc marquee.
Plus la quantite d'’AMPc (noire) est importante,

moins le signal est intense.
En parallele avec un gamme etalon d'AMPc purifiee,
les resultats deviennent quantitatifs

Figure 2.1 { Methode de dosage permettant de mesurer la concentration d'uneespece au
sein d'une experience.

de donrees AMPc obtenues au sein du laboratoire sur des cellules HEK293irmukes par
de la FSH. Dans ce cas, nous voulons observer la production d'AMPc. OrAMPc n'est
pas une prokine donc on ne peut pas lui gre er des senseurs FRET. Qeendant, I'AMPc
libre active Epac. Deux protines uorescentes sont donc greeesde part et d'autre de
I'Epac tel que CFP-Epac-YFP. Puis, cette construction est transfecee au sein des cellules.
En n, sous le microscope, la CFP, excieea la longueur d'onde 425 nmemeta son tour
a 470 20nm [Ponsioen et al., 2004]. Cette nouvelle longueur d'onde fait partie dupectre
d'excitabilie de la YFP quiemeta son tour une lumerea 530  25nm. Ces deux intensies
lumineuses sont enregistees : 470nm et 530nm (Figure 2.2). Le quotient dees intensies
repesente la esonance entre la CFP et la YPF qui est elle-méne cependante de la dis-
tance entre les deux uorochromes. L'AMPc en se liant au senseur indtiun changement
de conformation qui provoque une modi cation de la distance entre le deux uorochromes
et donc s'accompagne d'un changement du signal FRET.

Analyse des donrees : Les donrees brutes sont des relewes d'intensie en lumerebleu
et jaune (longueurs d'ondes 470nm et 530nm). Pour observer une variation de dnsfert
denergie, on regarde le quotient duquel on deduit le bruit (quoti ent bleu/jaune d'une zone
sans cellule) puis on normea 1 (Figure 2.3).

Interpetation en terme de variables et quanties molaires : La ligne basale
vaut 1 alors qu'en ealig, il existe une concentration initiale d° AMPc : [AMPc(t = 0)].
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Figure 2.2 { La nethode FRET mesure une quantie au sein de cellulesin vivo.

Figure 2.3 { Ciretique Epac FRET suitea l'injection de 3nM de FSH sur de s cellules
HEK?293.

De plus, en observant le quotient des intensies, on observe uneaviation relative et non
guantitative, il faut donc ajouter une norme : NormAMPc .

L'observable, ObAMP ¢c; NormAMP ¢ ), qui peut étre compaee aux donrees FRET,
Y _AMPc, est telle que :

[AMPc(t)] [AMPc(t =0)] +1
NormAMPc

ObgAMPc;NormAMPc ) = (2.1)
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Pour le DAG et la PKC au sein du mocele angiotensine cela donne :

[DAG (1) [DAG(t=0)]

ObgDAG; NormDAG ) NOIMDAG 1 (2.2)
. _ [PKC(t)] [PKC(t=0)]
ObgPKC;NormPKC ) = NormPKC +1 (2.3)

Alors que la pecision en temps est impressionnante : mesure toutgeles 15 secon-
des, la grande inconnue est au niveau des quanties absolues, de la gar des normes
NormAMPc , NormDAG , NormP KC . Ces paranetres doivent donc étre recherches lors
du processus d'optimisation.

2.1.3 Des Blots aux Puces : une miniaturisation des pro@as

Le méme probeme de quanties relatives existe pour les expmrences de Western
blot i tout est fonction d'un 100% habituellement » au maximum de la e ponse
controle. Dans notreequipe I'utilisation d'une approche de pucea protine en phase inverse
a permis d'e ectuer des ciretiques plus nes et des epetitions plus nombreuses. Et en
plus, les puces permettent la mise en paralkle de donrees dhe gamme etalon et donc
une quanti cation pecise des observations (Figure 2.4).

Les extraits prokiques sont spotes, chaque spot corresponda unecondition expgerimentale
(capacit maximale de I'ordre de 12 000 spots par puce). On analyse enseitla puce avec
un anticorps lectif donre (eg pERK ou pAkt) ce qui permet de mesurer levolution de la
phosphorylation d'une protine donree (ERK ou Akt) dans de tes nomb reuses conditions
experimentales (eg dierents points de ciretique ou de dose eponse, dierents moceles cel-
lulaires, dierents stades,...). D'autre part, cette method e consomme tes peu de maeriel
exgerimental, il est donc possible de ealiser de multiples epliques de la méme lame et de
les analyser avec des anticorps dierents.

La nethode et sa validation sont pesentes en cetail dans l'arti cle :

A highly sensitive near-infrared uorescent detection métod to
analyze signalling pathways by reverse-phase protein ayra

L. Dupuy, C. Gauthier, G. Durand, A Musnier, D Heitzler, A Herledan, V. Sakanyan, P.
Cepieux and E. Reiter

Proteomics, 2009, 9, 5446-5454

qui est en annexe A.

2.2 Bases matlematiques et algorithmiques

2.2.1 Resolution de kequation dierentielle

Les eseaux de signalisationenones dans la premere partie de introduction repesentent
des processus dynamiques. Le formalisme ODE utili pour modi$er ces sysemes fait cor-
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Lyse des cellules, depot sur la puce puis hybridation avec les anticorps

Lyse des cellules, migration selon les poids moleculaires sur un gel
puis, hybridation avec les anticorps

e o2

PERK

43 Da —péK p?l?K péK péK

at

PERK

W

Experience Western Blot Puce

autre

PERK

PERK  pERK
P PERK

On observe les anticorps marques,
plus la quantite de pERK est importante, plus le signal est intense

Figure 2.4 { La nethode de Western Blot mesure la quantie de pERK pege par
un anticorps. Cette mesure est eali®e apes une epartition sur un gel en fonction du
poids mokculaire. Ainsi, le  Western blot ne mesure pas le non sgeci que. De manéere
assez similaire, la mesure sur puce regere les pERK muni d'un dicorps mais aussi un
peu de non speci que. toutefois, lorsque l'anti-corps est tes geci que, les esultats sont
identiques.

respondre chaque mokculea une variable, chaque eactiona une ¢i et chaque constante
ciretigue a un paranetre (Tableau 1.3). Pour obtenir les concentrat ions des especes au
cours du temps, une inegration nurrerique du mockle ODE doit & tre ealize.

Remarque. Il existe une unique solutiona notre syseme pour un jeu de paranetres donre,
maisa part pour certains cas particuliers (lireaire...) on ne sait pas la calculer. On e ectue
donc une inegration nunerique, c'esta-dire une approximation de la solution.

2.2.1.1 La eémarche de base

Reprenons I'ODE (1.1)enonee en introduction, et cetaillons un e inegration nurnrerique
de type Euler en dimension 1 :

dx(t)
dt

= f(t;x(t);p)

Pour inegrer le mockle, on part de la valeur initiale : Xg puis on cherche la valeur
suivante : x; comme une approximation dex(top + h) a h est un petit pas en avant sur
I'axe du temps.
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Cela revienta consicerer la forme discete de lequation di erentielle :
= (X ;P

Pour un pas de temps t= h:

f(t;x(t);p)
x(t)+ h f(t;x(t);p)

En partant de xg et ainsi de suite jusqu'au temps cesie (t = tg+ n h).

A titre d'exemple, imaginons-nous quittant Toursa 8h00 (position ini tiale : x(tg) au
tempsto =8h00) roulant vers le norda une vitesse de 6&m:h * (f (t;x(t); p) = 60km:h 1).

L'inegration nunerique pourrait &tre image de la sorte :

) x(t+h) x(t)
h

. x(t+h)

{a t1=tg+5=8h05mns
On se situea x(tg) + h f (to; X(to); p)
Soit Tours + 5mns * vitesse = Tours +5 km = Tours Nord

{a t, =t1+5=8h10mn
On se situea x(t1) + h f (t1;x(t1);p)
Soit Tours Nord + 5mns  vitesse = Tours Nord +5km = Paicay Meslay

{a tz3 =1ty +5=8hl5mns
On se situea x(tp) + h f (t2; x(t2); p)
Soit Parcay Meslay + 5mns  vitesse = Parcay Meslay +5km = Monnaie

{a t4=t3+5=8h20mns
On se situea x(t3) + h f (t3;x(t3);p)
Soit Monnaie + 5mns vitesse = Monnaie +5km = I'INRA de Nouzilly

Cette inkgration nunerique dite d'Euler n'est exacte que pour les moctles lireaires
(vitesse constante). Lorsque le mockle est non-lireaire, I'edtmation de levolution de
x(t + h) par rapporta x(t) va devoir &tre aree car la solution n'est pas exactement
h f(t;x(t);p) (Figure 2.5).

Pour ceterminer x(t + h) en fonction de x(t), le ceveloppement de Taylor (2.4) of-
fre une bonne pecision lorsque le pash est de taille raisonnable et I'ordren est assez
grand. Cependant, il recessite le calcul des cerivees dd jusqua l'ordre n. Cela exige des
proprees de cerivabilie et implique d'important calculs  souvent long. C'est pourquoi la
nmethode de Runge Kutta retrouvant la pecision du developpeme nt de Taylor sans ceriver
la fonction f est tes ineressante.

x(t+h) = x(t)+ h f(t;x(t);p)+ gzl f At x(1);p) +
X+ () 2.4
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h f(tn+l;Xn+1) h f(tn+2;Xn+2)

Xn+2

th th+t the2 th+s

Figure 2.5 { En violet la vraie solution de I'ODE, en vert son approximation par la
nmethode d'Euler. A chaque pas, on part du point peedent, par ex emplex,, on approxime
la fonction (en violet) par un trorcon lireaire (en vert) pour cete rminer le point suivant
Xn+1 = Xp + h f(th;Xn;p). Les erreurs commisesa chaque pas (en bleu) s'accumulent,
les changements de pente accentue l'erreur.

2.2.1.2 Runge Kutta

Les methodes de Runge Kutta vont retrouver le ceveloppement de Taylor (2.4)a l'aide
def evalte en une combinaison de points bien choisis. Ainsi, pour obtenile ceveloppement
de Taylora l'ordre 4 avec un pas de tempsh, onevalue f quatre fois :

rkl = hf(th;xn;p)

rk2 = hf(ty + h=2;xn + rk1=2;p)
rk3 = hf(ty + h=2;x, + rk2=2;p)
rkd = hf(th + h;x, + rk3;p)

puis, on ajoute la combinaison lireaire comme ci-dessous& pour obtenir Xp+1

1 1 1 1 4
= Xp+ = + = + = + = + .
Xn+1 = Xn 6rkl 3rk2 3rk3 6rk4 (h™) (2.5)

La nethode de Runge Kutta o re une grande pecision de Xn+1 €n fonction dex, en
utilisant seulement la fonction f et non comme dans la formule de Taylor I'ensemble des
cerivees de la fonction f jusqua l'ordre 4 [Press et al., 1992].
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2.2.1.3 Methodes explicite, implicite et semi-implicite

Au sein des nethodes d'inegration nurrerique, il existe deux grands types de nethodes :
explicites et implicites.

C nition 2.2.1.1. On dit qu'une nethode est explicite lorsque xn+1 S'exprime en fonc-
tion de x,, on peut alors calculer aiement cette nouvelle valeur. Dans le cas ctnaire, la
nmethode est dite implicite .

Par exemple, pour lequation lireaire suivante :

dx(t)
dt

= ftx);p) = k x(t)

(ketant une constante > 0)
le schema Euler implicite, skcrit

Xn+1 = Xn+ h f(th;Xn+1:p)
) Xn+1 =Xn+h ( Kk Xps1)
) Xps1 (L+h k) = x,
, Xn+1 = Xp=(1+ h k) (2.6)

Les nethodes implicites engendrent plus de calculs mais o re uneneilleure pecision.
Ce esultat se eereralise dans le cas d'un syseme dequations lireairesa plusieurs vari-
ables. Le colt suppkementaire pour utiliser une nethode implicite est alors l'inversion
d'une matricea chaque pas. Si lesequations ne sont pas lireairespn doit proedera une
lirearisation locale. Ainsi, partant de lequation gererale vect orielle (1.1), sur laguelle nous
avons base nos mockles, la formule d'inegration implicite analoguea (2.6) devient :

Xn+1 = Xn+ h[l h g((t;xn;P)] Lt Xn;P) (2.7)

a X, P etf designent des vecteurs,| la matrice unie et @f=@ Xa matrice jacobienne.
(La matrice jacobienne d'une fonction vectoriellef par rapporta un vecteur X est la
matrice de ses cerivees partielles par rapport aux composantes deX ). Cette esolution

de lequation implicite par lirearisation est appeke nethode semi-implicite. Il n'est pas
totalement garanti qu'elle soit stable, mais elle I'est en gereral car localement le comporte-
ment est semblablea celui des sysemes lireaires.

2.2.1.4 Pas d'inegration auto-adaptatif

En n, un autre levier pour aneliorer la pecision de l'inegrati on nunerique en limitant
les calculs est d'adapter la largeur du pas. Lorsque les variations des especes au sein de
I'ODE sont mockees, un pas de taille moyenne su t tandis qu'en cas de grandes variations
des especes, un petit pas est recessaire a n de garder une bonneepision.

Je vais vous pesenter deux techniques. La premere consista e ectuer successivement
deux pas d'inegration dierents :

110



2.2. BASES MATHEMATIQUES ET ALGORITHMIQUES

{ une fois avec un pasegala 2h; esultat : x1
{ une deuxeme fois en faisant deux pasegauxah; esultat : x2
La dierence

= x2 x1

est une estimation de Il'erreur de troncature commise. Dans le cas deethodes de Runge
Kutta, il sut de bien choisir deux combinaisons de coe cients en f acteur desrki pour
obtenir x1 et x2.

D'une autre manere, en cesirant une erreuregale ou inerieurea 0, on peut utiliser
la formule :

h%= hj0o = j
al  est un exposant positif (par exemple =0:2).

Elle permet d'obtenir une valeur du pas h® qui donnera directement une erreur de
l'ordre de 0. Ainsi, si < 0 (pas d'inkgration eussi), le pas pourra étre augment
(h°® > h) pour letape suivante. Au contraire, si > 0, l'inegration nunerique est
erroree et doit &tre recommence avec un pas plus petiti°< h).

2.2.1.5 Rosenbrock

La methode de Rosenbrock utilise la lirearisation semi-implicite et dans le méme esprit
gue la methode de Runge Kutta pousse les calculsa un ordre supgeur. De plus, cette
nmethode utilise un pas d'inegration auto-adaptatif [Rosenbrock, 1963]. Il en esulte une
nethode stable devant une grande partie des esolution d'ODE non-ireaire ainsi qu'une
bonne pecision en un temps de calcul eduit par rapporta Runge Kutta. Cette nmethode
est utiliee au sein du logiciel Biocham ainsi que dans I'environnment HYPE qui ont servi
aux esultats (sections 3.2 et 3.3)

2.2.2 Methodes de recherches de paranetres

La esolution de lequation dierentielle donne une simulation d u mockle pour un jeu
de paranetres donre. Or, une partie des paranetres de 'ODE recessairesa l'inegration
numrerique est inconnue au cepart. Nous allons donc chercher ces paratres manquant,
P, tels qu'ils minimisent la fonction objectif (De nition 1.7.0.2). Au cours de la trese, j'ai
tese dierentes methodes d'optimisation que je vais explic iter ci-dessous. En patrticulier,
celles qui ont serviesa lelaboration des esultats : la netho de du gradient conjugwe pour
le moctle FSH (section 3.1), l'algorithme CMAES pour le moctle angiotensine (section
3.2) et l'algorithme geretique au sein de HYPE (section 3.3).

2.2.2.1 Gradient Conjugwe

Tout d'abord, la nethode du gradient conjugle qui minimise une fonction objectif en
se laissant glisser suivant la pente vers un minimum, comme lillstre la Figure (1.26). Plus
peciement, pour fq, une fonction objectif et P les paranetresa rechercher, la methode
du gradient conjugle le modie le jeu de cepart suivant la directi on du gradient pour
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trouver une premere anelioration P! du jeu de depart. Puis, letape suivante consistea se
ceplacer le long d'une direction conjuglee en partant deP . Le processus peut étre eiee.

L'algorithme s'arréte quand il trouve un minimum, si aucun proges n'est fait apes une
einitialisation de la direction ou quand un criere de tokrance est atteint. Cette nethode

est tes simple mais elle ne permet pas I'exploration d'un grand esace de paranetres car
son cefaut est de s'arréter au sein de minima locaux rencontes Figure 1.26 et Algorithme
1).

Algorithme 1 : Algorithme du Gradient Conjugte

pour chaque ieration faire
Calculer P" = r pfg(P") la direction de plus forte pente

i
Calculer "= — PP formule de Fletcher-Reeves.
Mettrea jour la direction conjugwee : P"= PN+ " pn 1

Chercher " pour avoir le minimum de fqp(P"+ " P")
Mettrea jour la position : P"1 = pn+ n pn

2.2.2.2 Important Sampling et Population Monte Carlo

Contrairement au gradient conjugwe, Important Sampling et Population Mon te Carlo
sont des nethodes stochastiques. L'algorithme propos®& pop jeux de paranetres gerees
suivant une distribution de probabilie a chaque ieration de la recherche. La fonction
objectif estevallee pour I'ensemble des possibilies et la neilleure solution est garcee
[Cappe et al., 2004; Douc et al., 2005].

Algorithme 2 : Important Sampling Resampling
pour chaque jeu de parametresj = 1::Npop faire

Gererer

Calculer sa fonction d'importance g( ;)

Evaluer la fonction objectif

Calculer la fonction de vraisemblancel ( jjY)

Calculer le prior ()

Calculer les poids d'importancew_is; .

Normaliser les poids :w_nisj = P2
=2

Piocher avec remise une nouvelle population pagsr : (=1 :npop) Parmi les
selon uneM (! 1;:5;! Npop)

n
Une estimation deP est
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Population Monte Carlo avec noyaux de transition Une variante de la nethode
de population monte Carlo qui propose plusieurs ecart types pour les distributions de
recherche de paranetres. Cela permet de faire varier le ceplageent du jeu de paranetre
selon son erreur. La recherche esta la fois globale et locale avec gieursecart types.

Algorithme 3 : Population Monte Carlo avec noyaux de transition

pour chaque ieration t=1:Niter faire

pour chaque fonction d'importance d = 1::Nd faire
Important Sampling Resampling
pour chaque | = 1::Npop faire
| Garder le meilleur jeu de paranetres parmi lesd gerees
n

n
1 est constitte pour l'ieration suivante en piochant parmi les jeu x selon la

; t+1. ... t+1
loi M (15"t (L

2.2.2.3 Algorithme gretique

Les methodesevolutionnaires permettent deviter les probl emes les au caracere ceterministe
des fonctions ou aux besoins da priori. Parmi ces nethodes, la plus connue est l'algo-
rithme geretique (Algorithme 4) detaile en introduction (se ction 1.7, Figure 1.31).

2.2.2.4 CMAES : Covariance Matrix Adaptation Evolution Strategy

Contrairementa l'algorithme geretique, CMAES propose levolut ion d'une population,
en ne gardanta chaque ieration qu'une moyenne ponceee des meilleurs jeux, puis en
leur ajoutant y; avecy; N(O;C). Pour cette nmethodeevolutionnaire, tout eside dans
levolution de la matrice de covariance C ainsi que dans la taille des mutations, repesenee
par . Comme on peut le montre l'algorithme 5, ces evolutions cependent dun grand
nombre de paranetres, ainsi que du chemin parcouru jusqua la nouelle moyenne pour
la matrice de covariance. Pour levolution de , un calcul de variance e ective est pris en
compte.
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Algorithme 4 : Algorithme geretique utilie au sein du programme HYPE

Donrees : Population "parents" de Npar jeux de paramnetres
/* Evaluation de la fonction obijectif sur les jeux parents */

pour chaque jeu parents faire
Resolution de I'ODE;

Calcul de l'erreur;

n
Tri des jeux parents initiaux suivant leur valeur de fonction objectif
/* Boucle de creration des jeux enfants et mise a jour des jeux
parents *
pour (k =0; k <Niter ;k ++) faire
[* Ceation des Enfants deux par deux */
pour (i =0;i< N i+ 4) faire
Pioche de deux jeux parents proportionnellementa leur erreur ;
Croisement ;
Mutation ;
n Pour
/* Evaluation de la fonction objectif sur les jeux enfants */
pour chaque Enfant faire
Resolution de I'ODE;
Calcul de l'erreur ;
n
Tri des jeux enfants + parents
Prendre lesNpar meilleurs pour former la population de jeux
parents suivante.
n Pour
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Algorithme 5 : Algorithme CMAES utilie par Biocham et le programe HYPE

Initialisation et valeurs des coe cients
m2R", 2R+ C=1,

pc=0, py=0, ¢ 4=n,c  4=n,cl 2=n°, c w=n?,cl+c 1,
d 1+ w=n, etw,i=1;:; wtelque 03

tant que un criere d'arrét n'est pas atteint faire
Gererer une population de jeux enfants

pour chaque (i =0;i<Nenf;i ++) faire
PRi=m+ yjay; N(C)

n
Mettrea jour la moyenne m en ajoutanta la moyenne peedente une somme
ponceee des jeux centes obtenus :

P

m=m+ yy @ Yy= - Wiy
Mettrea jour la matrice de covariance C en utilisant :

le chemin parcouru jusqua la Bouvelle moyennem

pe=(l CPetlpprersig 1 (L 2 whw

C=( cl c)C+clppl+c P =1 Wiyi: Yl
Mettrea jour le coe cient en utilisant :

des indications subla variance e Sctl/e : _

p=Q cp+ 1 (1 c)® wC Py

_ kp k
= exp(%(EkNp(O;l)k 1)

n Tq
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2.2.3 Logiciels et environnements de programmation disponibles

Pour conclure cette partie, je dirai quelques mots sur l'accessilie de ces nethodes
ou sur leur mode d'utilisation pour ealiser des mockles dynamiques de eseau de signali-
sation. Une possibilie est de trouver un logiciel ou un environnemehde programmation
qui les contient sous forme de fonctions pe-programnees. C'est greralement le cas pour
les fonctions de esolution nuneriques des ODEs. En e et, Sciab [Gomez et al., 1998],
Biocham [Chabrier-Rivier et al., 2003; Calzone et al., 2006; Fages and Soliman, 2008a],
CellDesigner [Kitano et al., 2005], Copasi [Hoops et al., 2006] et bien d'autrelogiciels
proposent l'inegration nurerique des ODEs. En fournissant I'OD E et I'ensemble de ses
paranetresa ces logiciels et environnements de programmation, ilsdurnissent les simu-
lations desiees. En revanche, concernant les nmethodes de rdwrche de paranetres, seuls
certains logiciels et environnements sont does de nethodes, gasi Newton et le gradient
conjugte pour Scilab, CMAES pour Biocham [Hansen N, 2003; Rizk et al., 2010], algo-
rithme geretique pour GLSDC [Kimura and Konagaya, 2003; Nakakuki et al., 2010] & 13
nmethodes varees pour Copasi [Hoops et al., 2006]. Ci-dessous, nous @lons le logiciel
Biocham qui a servia lelaboration du mockle angiotensine (section 3.2). Contrairement
aux autres logiciels, il est bage sur un formalisme un peu particulie: la logique temporelle.

2.2.3.1 Biocham et la logique temporelle

La machine abstraite biochimique (Biocham) propose de decrire un mactle selon un
formalisme de egles de eaction avec expressions ciretiguedDe ce haut niveau d'abstrac-
tion, Biocham peut calculer I'ensemble des in uences positivegt regatives entre especes
(le graph d'infuence) mais aussi ceriver un syseme d'ODE [Fagesand Soliman, 2008b].
Comme CellDesigner et Copasi, Biocham propose uneecriture du maae dans le formal-
isme de description des eseaux de signalisation standard : IBBML pour Systems Biology
Markup Language. Mais, au deh de ces particularies greriques, Biocham est dot d'une
possibilie d'interroger le mocele sur des proprees bool eennes (Computation Tree Logic,
CTL), des proprees temporelles (Linear Time Logic, LTL) et des prop rees temporelles
avec dege de libere (quanti er free LTL(R) formulae, QFLTL) [C alzone et al., 2006; Rizk
et al., 2008; Rizk et al., 2010].

Plus peciement,

{ les proprees CTL sont utilis pour cecrire lesetats du moctle, par rapporta
l'absence ou la pesence de composes mokculaires. Ces propes bookennes ne
recessitent pas la connaissance des ciretiques du mocele. Unxemple :
Ei(EF(bpERK)).
signi e gqu'il existe unetat initiala partir duquel il existe u ne suite de egles perme-
ttant d'obtenir bpERK. On peut poser la question, le logiciel Biocham \eri era si
cela est vrai ou faux.

{ les proprees LTL decrivent des comportements temporels g uantitatifs. Elles sont
bases sur la simulation dynamique du mockle et quali e les concatrations et leurs
cerives. Un exemple :

G((5=<Time=<35) -> (1.055266378=<0Obs_DAG=<1.198806693)).
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exprime le fait qu'entre 5mns et 35mns, I'observable DAG doit &tre omprise entre
c1 =1.055266378 etc2 =1.198806693. Le logiciel Biocham peut \eri er si cela est
vrai ou faux.

{ les proprees QFLTL ajoutent aux proprees LTL un dege d e libere et permettent
non pas une \eri cation de la propree mais un calcul des valeurs qui rendent la
propret vraie. Ainsi, on peut e-exprimer la propree ci -dessus :
G((5=<Time=<35) -> (v1=<Obs_DAG=<v2)).
et Biocham calcule le v1 et le v2 correspondanta la dernere simuation. Par exem-
ple, Obs DAG peut &tre comprise entre 1.255 et 1.278.

Pour l'optimisation parametrique, la fonction objectif d'un model e peut étre cecrite
a l'aide de proprees LTL (appeke proprees LTL objectif par la suite). Puis, des
variables (vi;Vvo;:::) sont assoceesa chaque constante @; cp; :::) egissant ces proprees
LTL  objectif ce qui produit des proprees QFLTL  objectif . Pour chaque jeu de
paranetres candidat P, le mockle est simuk (inegration nunerique) puis l'erre ur est
evallee avec la distance QFLTL (Figure 1.25). Cette distance consiste au calcul du
domaine de validie des QFLTL  objectif pour la simulation (calcul des (vi;v2;:::)
valable pour la simulation) puis, a la recherche du dege de violation de ces proprets
i.e. la distance entre ces valeurs et les constantes initialexq; cy; :::). C'est ce dege de
violation des proprees temporelles (ou somme des deges pour I'asemble des proprees
temporelles objectif) qui servira d'erreur, de valeur a la fondion objectif pour guider
l'algorithme d'ajustement vers un jeu solution [Rizk et al., 2008].

Avec ces proprees desetudes de robustesses sont aussi poskl [Rizk et al., 2009]
mais cela n'a paset develope pour les moctles etudes au cours de cette these. Plus
particulerement, nous verrons dans la partie qui suit, un mocele FSH ealie avec Scilab,
le mocele angiotensine utilisant Biocham puis le developpementd'un environnement de
recherche de paranetres, HYPE (HYbrid Parameter Estimation).

117



CHAPITRE 2. BASES EXP ERIMENTALES ET MATH EMATIQUES

118



Troiseme partie

Resultats

119






Chapitre 3

Resultats et articles

3.1 Mocklisation dynamique du eseau de signalisation du
RFSH

L'un des constats ealie par les biologistes en signalisationetait que la complexie des
Eeseaux ne permettait plus leur analyse et leur compehension pauneetude manuelle des
donrees exgerimentales. Au chapitre 1, nous avons vu les dierertes nethodes mathematiques
et informatiques qui pouvaient &tre appligiees aux probemes designalisation. Pour levolution
dynamique des concentrations intracellulaires des dierentes sgeces du eseau, nous avons
choisi le formalisme ODE. Nous avons cktaile les mockles existams et constae que, con-
cernant les R7TMs, les moctles sont rares et ne permettent pas degondre aux questions
biologiques actuelles. Par ailleurs, la prise en compte au sein des oetes des dierentes
conditions experimentales est balbutiante tandis que levolution d'un eseau en fonction
des dierents stades de ceveloppement n'a jamaisee modctl i.

3.1.1 La p70S6K une kinase cé pour l'activation de la traduction des
proeines par la FSH

Pour le eseau FSH, le mecanisme de traduction est en partie egué par la p70S6K
qui egule le facteur d'initiation rpS6. Dierentes formes phoph oryees modulant I'acti-
vation de la p70S6K ontet obsenees en cellules primaires de Sedli en prolieration
et dierentees. Pour comprendre l'incidence de la signalisation p70S6K suivant le stade
de ceveloppement, nous avons eali® un moctle d'activation de la rpS6 via la p70S6K
apes stimulation par la FSH pour les deux stades de developpementPlus peciement,
au sein des cellules primaires de Sertoli, I'activation et I'active enzymatique de la p70S6K
est eguke par deux voies de signalisation independantes, PIBK/mTOR et PKA, et ces
egulations dierent en fonction du stades de developpement cellulaire :

{ en prolieration (cellules issues de rats de 5 jourgpost partum (5dpp)) et en dierentiation

(cellules issues de rats de 19 jourpost partum (19dpp)) :
* la FSH active la voie PKA qui induit une dephosphorylation des sitesf T421; S424g
de la p70S6K.
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{ en prolieration (5d pp) :
* la FSH active la voie PI3K/mTOR qui induit une phosphorylation sur le site
fT389 de la p70S6K.
* la forme de la p70S6K qui active rpS6 est la Pp70S6KT 389 S421=424g.

{ en dierentiation (19 d pp).

* |a voie PISK/MTOR est constitutivement activee ainsi la phosphory lation du site
fT389 de la p70S6K.
* la forme de la p70S6K qui active rpS6 est la Pp70S6KT 389.

Ainsi, dans les cellules en prolieration stimukes par la FSH les deux voies de signalisa-
tion (PI3K et PKA) ont des roles concurrents et opposes sur les sitesde phosphorylation
fT389 et fT421; S424g de la P70S6K. Il en esulte que le PI3K semble avoir un e et
positif sur l'activation de la rpS6a travers p70S6K tandis que le PKA a un e et regatif.
Au sein des cellules en dierentiation, p70S6K est cep phosphoryke sur le site f T 389,
la voie PI3K est incependante de la stimulation FSH. Mais, la forme acive de p70S6K

ayant change, cette fois-ci, la PKA exerce un role positif dans lactivation de la rpS6 par
p70S6K.

3.1.2 L'apport d'un moele dynamique

Au deh de ces observations bases sur les exgeriences, nous awmonte qu'un seul
mocele dynamique du eseau de egulation de la p70S6K par la FSH sut a repesenter
les deux stades de ceveloppement. Dans l'article qui suit nous etaillons comment, en
conservant la structures et en ne modi ant que certaines quanties initiales et catalyses,
le mockle explique les deux stades. En n, le moctle a permigle pedire les ciretiques des
guatre formes de p70S6K sachant que I'on a obsere que des sommes de fosnlgigure 3.1).
Le moctle pedit que I'apparente stabilie de Pp70S6K f T 389 obsenee en dierentiation
serait due a une compensation de l'augmentation de la forme Pp70S6KT 389 par une
diminution des Pp70S6Kf T 389 T421; S424g ce qui n'est pas le cas en prolieration.

Ce travail a fait I'objet de la publication suivante, cetaillant les exgeriences biologiques
ainsi que le mocele unique de egulation de la p70S6K au cours du cevieppement. Le

modele comporte 7equations dierentielles ordinaires et 24 parametres ajuses en fonction
des donrees.
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Figure 3.1 { La p70S6K comporte plusieurs sites de phosphorylation, nous nous somsie
focali®es sur deux sites :f T389 et f T421;, S424g. Les p70S6K obsenees avec l'anticorps
fT389 sont une sommes des formes p70S6K 389 et p70S6Kf T389 T421; S424g, de

méme pour les donrees gereees avec l'anticorpsf T421; S424g.
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Abstract The mechanisms whereby G protein-coupledactive p70S6K was phosphorylated solely on T389, PKA
receptors (GPCR) activate signalling pathways involved irand PI3K independently enhancing its activity. At both

MRNA translation are ill-de ned, in contrast to tyrosine developmental stages, insulin-induced p70S6K regulation
kinase receptors (TKR). We compared a GPCR and a TKRyas consistent with reported data. Therefore, TKR and
both endogenously expressed, for their ability to mediaté&sPCR trigger distinct p70S6K active conformations.

phosphorylation of 70-kDa ribosomal S6 kinase p70S6K inp70S6K developmental regulation was formalized in a
primary rat Sertoli cells at two developmental stages. Indynamic mathematical model tting the data, which led to

proliferating cells stimulated with follicle-stimulating experimentally inaccessible predictions on p70S6K phos-
hormone (FSH), active p70S6K was phosphorylated omhorylation rate.

T389 and T421/S424, through cAMP-dependent kinase

(PKA) and phosphatidyl-inositide-3 kinase (PI3K) anta-Keywords p70S6K G protein-coupled receptor

gonizing actions. In FSH-stimulated differentiating cells, Dynamic model Differentiation
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Introduction

The 70-kDa ribosomal S6 kinase (p70S6K) is a serine/
threonine kinase critically involved in cell growth control
in vivo [1, 2]. In vitro, serum-induced entry into S phase of
broblasts is impaired by anti-p70S6K antibodies],[
indicating a role in cell cycle control. Among other sub-
strates, p70S6K phosphorylates ribosomal S6 protein
(rpS6), a component of the 40S eukaryotic ribosomal
subunit @] which plays a role in the ribosome cohesion and
in its recruitment to the m7GTP structure of the mRNAs
[5]. p70S6K also phosphorylates eukaryotic initiation
factor 4B (elF4B) which enhances the helicase activity of
the eukaryotic initiation factor 4A (elF4A)] 7]. Both are
part of the pre-initiation translational complex, and their
activation induced by p70S6K is thought to enhance
translation initiation §].

In response to growth factors, p70S6K gets phosphory-
lated P]. One reference model postulates that the
phosphorylation of p70S6K induced by serum or growth
factor addition proceeds stepwisH)[ 11]. Phosphorylation
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of the T421/S424 site located in the autoinhibitory domain[27], accounts for most FSH cellular responses. Gs cou-
relieves the intramolecular inhibition exerted on T389,pling leads to protein kinase A (PKA) activation, which
located in the linker region. T389 is the important residuephosphorylates several nuclear as well as cytosolic targets.
which, when phosphorylated, serves as an anchoring poimb primary differentiating Sertoli cells, our group has pre-
to PDK1 (3-phosphoinositide-dependent kinase) whoseiously shown that FSH enhances p70S6K catalytic
substrate, among others, is the T229 located in p70S6Mctivity via PKA activation, which is also responsible for
activation loop 2, 13]. All those inducible phosphoryla- the dephosphorylation of the T421/S424 residues. PI3K
tion events depend on the phosphoinositide-3 kinaswas not involved in the regulation of this sit2Z], and was
(PI13K)/mammalian target of rapamycin (mTOR) pathwaynot stimulated by FSH in these cells. Nevertheless, PI3K
and, accordingly, are inhibited by the PI3K inhibitor dynamically maintained a constitutive level of T389
LY294002 and the mTOR inhibitor rapamycidd]. The  phosphorylation, required for further p70S6K activation in
complexity of the PIBK/mMTOR pathway is incremented response to FSH. Of note, insulin stimulation of these cells
with feedback loops and cross-talks with other pathwaysled to inducible phosphorylation of both the T421/S424
such as the MAP kinase-dependent signaling, which arand T389 residues, consistently with the current model of
mainly integrated at the level of TSC24, 15]. stepwise phosphorylation of p70S6K in response to growth
It is commonly admitted that p70S6K is conformation- factors as mentioned abov&(].
ally active only once those three sites at least have been All these observations outline the complexity of p70S6K
phosphorylated. However, data suggesting that this paregulation and address the following question: is the par-
ticular sequence of p70S6K phosphorylation may beicular activation of p70S6K that we have observed in
functionally uncoupled from p70S6K enzymatic activity differentiating Sertoli cells, a hallmark of GPCRs such as
now lead to stem from this view. For example, mutations inthe FSH-R, or is it dependent on the cell developmental
the carboxyterminal end of p70S6K indicate that thesestage, i.e., does it vary in proliferating versus terminally
phosphorylation sites are not involved in controlling differentiating Sertoli cells? To address this question, we
enzyme activity in mitogen-stimulated 3T3 broblastsg].  sought to analyze and to dynamically model the p70S6K
Even more, in mitotic cells, paclitaxel, a chemotherapeuticactivation pathways in proliferating primary Sertoli cells
agent which destabilizes microtubules, has been shown tgolated from 5-day-old rats and stimulated with FSH or
stimulate phosphorylation of p70S6K on T421/S424, conwith insulin.
currently with catalytic inactivation of the enzymédT],
indicating that phosphorylation of this region of p70S6K
may even be linked to enzyme inactivation. In addition, inMaterials and methods
response to G protein-coupled receptors (GPCR), agonists
recognizing the thyroid-stimulating hormone receptorMaterials
[18], the prostaglandin F2receptor 19, the endothelin
receptor 0], or the al-adrenergic receptor2]] respec- Human FSH was purchased from Merck Serono (Geneva,
tively, epistatic elements such as PI3K may not beSwitzerland) and insulin from Sigma Chemical (St Louis,
activated 18, 19], or may even be inhibited2[l], despite MO). Porcine FSH was puried by Dr Jean Closset
activation of p70S6K. (Universitede Liege, Belgium). LY294002 and rapamycin
Our own results in differentiating primary Sertoli cells were purchased from Cell Signaling Technology (Beverly,
stimulated by follicle-stimulating hormone (FSH) also MA) and Myr-PKI from Calbiochem (San Diego, CA).
contradict the commonly admitted model of p70S6K reg-Antibodies raised against phospho-p70S6K [T389], phos-
ulation [22]. FSH importance in mammalian reproduction pho-p70S6K [T421/S424], phospho-rpS6 [S235/Ser236],
has long been acknowledged and has been con rmed botshospho-mTOR [S2448], phospho-Foxol [S256], rpS6,
in male and in female, by knocking out the FSH receptorand Foxol were purchased from Cell Signaling Technology.
(FSH-R) R3] or the specic FSH subunit p4]. At the  Antibodies to ERK1, 2, to mTOR and to p70S6K were
cellular level, FSH controls the proliferation and differen- purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
tiation of somatic cells of the gonads: granulosa cells of theCA). Horseradish-coupled peroxidase antibody was pur-
ovarian follicle and Sertoli cells of the seminiferous tubuleschased from GE Healthcare UK (Buckinghamshire, UK).
[25 26]. Those stages are separate during the testi€holera toxin (CTX) was from Sigma Chemical.
development: Sertoli cells proliferate perinatally and pro-
ceed through their differentiation program until the end ofPrimary Sertoli cell culture
puberty.
The FSH-R is a GPCR whose coupling to heterotrimericAnimals were treated following the current ethical guide-
protein Gs and to scaffolding proteins, naméharrestins lines of the European Community. Sertoli cells were
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isolated from testes of 5- or 19-day-old Wistar ratsPhosphatidyl-inositide (3, 4, 5) trisphosphate assay

and seeded in DMEM (InVitrogen Life Technologies, by protein-lipid overlay

Carlsbad, CA) complemented (DMEMc) with penicillin

(100 1U/ml),  streptomycin  (100g/ml), glutamine To estimate PI3K activity, PIP3 was quanti ed in Sertoli
(2 mM), retinol (50 ng/ml), vitamin E (200 ng/ml), and cells as described recentl(]. Brie y, PtdIns-rich frac-
human transferrin (5g/ml), all purchased from Sigma tions were extracted with chloroform/methanol, selectively
Chemical, as reported previousl2d]. At 24-48 h after isolated on neomycin beads, eluted with methanol-cholo-
puri cation, cells were exposed to the PI3K inhibitor roform—HCI. Puried Ptdins were spotted onto a
LY294002 (501 M, 10 min) or to the mTOR inhibitor nitrocellulose membrane, blotted overnight aCAwith the
rapamycin (10 nM, 60 min), or to the PKA inhibitor Myr- PH domain of the general receptor for phosphoinositide 1
PKI (501 M, 60 min), or were left untreated before being (GRP1) fused to GFP. Membranes were then probed with a
exposed to human FSH (100 ng/ml) or to human insulirrabbit anti-GFP polyclonal antibody coupled to HRP, the
(100 ng/ml) from 5 to 60 min, or to cholera toxin for chemiluminescence was detected with the ECL reagent
60 min. To minimize non-speci c effects, dose-responsefAmersham) and acquired with the Image Reader LAS-
of the various pharmacological inhibitors were carried out.1000 charge-coupled device (CCD) camera (FujiIm).
The experiments were performed with the minimal ef - Densitometry was measured with the AIDA software with
cient concentrations of pharmacological inhibitors that didlocal background subtraction.

not affect cell viability, determined by a MTT assay, as

described 29. The results presented herein show thecAMP quanti cation by ELISA

response at 60 min for the p70S6K activity and hormone

stimulation alone and at 30 min for hormone stimulationOne million Sertoli cells was seeded in 24-well plates
following pharmacological treatment. and stimulated with increasing doses of FSH ranging
from 10 to 400 ng/ml, during 15 min, or with 100 ng/ml
FSH in a time-course ranging from 5 to 120 min. The
experiments have been performed in the presence of

The activity of the enzyme was measured by quantifyinglOOI M phosphodiesterase inhibitor IBMX (isobutyl-

the incorporation ofc-%P-ATP on 11 amino-acids of S6 methylxanthine; Sigma Chemicals). Results were expressed

229 23 . _ in percent of the response to 10/ of the adenylate
sequence {"AKRRRLSSLRA™) according to the man cyclase activator Forskolin (Sigma Chemicals) for 15 min

ufacturer’'s instructions (Upstate Cell Signaling, Lake. . .
. : . in the dose-response experiments or for 60 min for the

Placid, NY), as described previousl27]. . . . :

time-course experiments. CAMP was measured directly in
the cell media using a competition assay, according to the
Western blot analysis manufacturer’s instructions (Biomedical Technologies,
Stoughton, MA).

Cells were lysed in p70S6K activity lysis buffer as

described above, and 2@ of proteins were separated by Binding assays and Scatchard analysis

SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membrane

(Whatman, Dassel, Germany). Membranes were saturat&ine million Sertoli cells stimulated with porcine FSH was

with TBST-BSA (Tris Buffer Saline with 0.1% Tween 20, plated in poly-lysine-coated 24-well plates. Binding assays

3% Bovine Serum Albumin) and were probed with rabbitwere performed the next day, essentially as described in

primary antibodies (1:1000): anti-phospho-p70S6K1[27]. Both the number of cells and the global protein

[T421/S424], anti phospho-p70S6K1 [T389], anti-phos-content were found as equivalent in the two cell types, at

pho-rpS6 [S235/Ser236] or anti-phospho-mTOR [S2448]the end of the experiment. The af nity constant was cal-

Membranes were also probed to detect the total correculated from the binding data using Scatchard analysis.

sponding protein, and reprobed with an anti-ERK1, 2

antibody to monitor gel loading. Western blots were Mathematical model

revealed with Supersignal West Pico Chemiluminescent

Substrate or Supersignal Femto Chemiluminescent SulA single model of the regulation of p70S6K was built and

strate from Pierce Biotechnology (Rockford, IL). Films parameterized in differentiating and proliferating cells. The

were scanned and the optical density of the signals wagdifferences that were observed experimentally in some

measured with ImageMaster 1D Elite version 4 softwareeactions between the two stages were expressed by con-

(Amersham Biosciences). sidering two reactions, one being catalyzed, and one being

p70S6K activity assay
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spontaneous. In the cell stage where the considered reaitie experiment. Consequently, the total quantity of recep-
tion was catalyzed, the parameter corresponding to thtors (R;), which is the quantity of free receptors (R) plus
spontaneous reaction was null and, conversely, in the cethe quantity of receptors complexed with the hormone
stage where the reaction was spontaneous, the parame{&H), was considered as constant (see conservation law
corresponding to the catalyzed reaction was null. TheCL1). Similarly, the total amount of nucleosider AATP
model can be represented by a non-linear system of 18nd cAMP), of phosphatidyl-inositol{P(PIP2 and PIP3),
ODEs (ordinary differential equations, see below) with 24of p70S6K § (non-phosphorylated p70S6K and the three
unknown parameters (Tablg, corresponding to kinetic different phosphorylated forms) and rpS6: rpSghos-
rates and total amounts of the different molecules involvedphorylated PrpS6 and non-phosphorylated rpS6) were
Parameters were estimated as follows: the amount afonsidered as constant, as further supported by our exper-
FSH was considered as constant throughout the 60 min @fmental data for p70S6K and rpS6. This can be formalized
experiment, regardless its capture by the FSH-R. In addiby the following 5 conservation laws, which leads to
tion, we considered that no FSH receptor was lost duringemoving 5 ODEs:

Table 1 Parameters, constants, and variables in the dynamic model of p70S6K regulation by FSH

De nition Name in Value in proliferating Value in differentiating
ODEs cells (5 dpp) cells (19 dpp)

Receptor binding association rate k1 0.011 g/nmol/s

Activation of cCAMP PKA pathway k2 0.71 g/nmol/s

Activation of PI3K PIP mTOR pathway k3 51 g/nmol/s 0.29 g/nmol/s

Desactivation of cCAMP PKA pathway k4 0.025I g/nmol/s

Phosphorylation rate (S6KP1 S6KP1P2) k5 0.11 g/nmol/s 0.00001 g/nmol/s

Phosphorylation rate (S6KP2 S6KP1P2) k6 0.001I g/nmol/s

Phosphorylation rate (S6R  S6KP1) k7 0.018I g/nmol/s 0.00001 g/nmol/s

Phosphorylation rate (S6R  S6KP2) k8 0.0001I g/nmol/s

Dephosphorylation rate (S6KP1P2 S6KP1) k9 0.11 g/nmol/s

Dephosphorylation rate (S6KP2 S6K) k10 71 g/nmol/s

Dephosphorylation rate (S6KP1P2 S6KP2) ki1 0.02/s

Dephosphorylation rate (S6KPL S6K) k12 0.000001/s

Phosphorylation rate (rpSB PrpS6) k13 41 g/nmol/s

Total amount of FSH k14 5.58 nmol/g

Total amount of receptor k15 0.0558 nmol/g 0.0744 nmol/g

Total amount of ATP k16 1 nmoll g 4.37 nmoll g

Total amount of PIP k17 0.5 nmoll g 0.75 nmoll g

Total amount of p70S6K k18 0.4 nmoll g 4 nmoll g

Total amount of rpS6 k19 0.8 nmoll g

1% cAMP value k20 0.00336 (1B cells)l g 0.00263 (1B cells)t g

1% insulin value k21 0.0005 (18 cells)i g

Dephosphorylation rate (PrpS6 rpS6) k22 0.22/s 0.18/s

Receptor af nity constant Kd_RH 10.64664 nmal/ig 6.88344 nmol/g

PIP2$ PIP3 reaction constankZ3k3) Kd_PIP 0.1407 nmdlg 13.420304 nmalig

Dephosphorylation rate (S6KP2 S6K) at equilibrium k10k8 70,000

Phosphorylation rate (S6KP2 S6KP1P2) at equilibrium ké/k11l 0.05

Dephosphorylation rate (S6KP1P2 S6KP1) at equilibrium ko/ks 1 10,000

Phosphorylation rate (S6R S6KP1) at equilibrium k7/k12 18,000 10

Common parameters to both stages are indicated for 5 dpp only. At both stages, for k@satidk10 = 0.00001, henc&9/k5 = 0.0001 and
k10k8 = 0.1

p70S6K[T389] is noted by S6KP1, p70S6K[T421/S424] is noted S6KP2 and p70S6K[T389/T421/S424] is noted S6KP1P2
s 1 corresponds to the time needed by S6KP1P2 to be converted to S6KP2giprbtein
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Rr%2Rp RH aCL1p
A1 VaATPp cAMP aCL2p
Pr YaPIP2p PIP3 oCL3p
St Yap70S6Kp Pp70S6KE389

b Pp70S6KE421=S424

b Pp7(6K%389-T421=S424 oCL4b
rpS6r YarpS6p PrpS8%235-236 aCL5b

The quantities of R, ATP, PIP2, p70S6K and rpS6 can

dPp70S6KE389=dt ¥4 k7d PIP3 p70S6K
b k9 cCAMP Pp70S6KE389=T421=S424
k5d Pp70S6KE389 k12 Pp70S6KE389
3ODE4d>

dPp70S6KE421-S424=dt
Yak8d p70S6Kp k11l Pp70S6KE389-T421S424
k6:PIP3 Pp70S6KE421=S424
k10 cAMP Pp70S6KE421=S424
dODE5SdP

then be computed from the differential equations given
below. For the sake of clarity, null quantities where dPp70S6RE389=T421=S424=dt
removed from the equations when relevant, leading to two%k5d Pp70S6K£389

expressions of the same ODE at the two stages: parametersy, kg p|p3 Pp70S6KEA421=S424
reaction with different
regulations at the two stages (catalyzed or spontaneous)
proliferation stage) and d (for

corresponding to a unique

are noted p (for
differentiation stage).
For both stages:

dRH=dt¥4kl R Hr k1 Kdry RH
dcAMP=dt %2 k2 ATP RH k4 cAMP

dODE1p
dODE2P

For the proliferation stage:
dPIP3=dt Y2 k3p PIP2 RH k3p Kdpp PIP3
dODE3p

dPp70S6KE389=dt ¥4 k7p PIP3 p70S6K
b k9 cCAMP Pp70S6KE389=T421=S424
k5p PIP3 Pp70S6KE389 k12 Pp70S6KE389
SODE4b

dPp70S6RE421=S424=dt
1,k8p PIP3 p70S6Kp k11 Pp70S6KE389=T421=S424
k6:PIP3 Pp70S6KE421=5424
k10 cAMP Pp70S6KE421=S424
SODE5P

dPp70S6RE389=T421=S424=dt
1,k5p PIP3 Pp70S6KE389
b k6 PIP3 Pp70S6KEA421=S424
k9 CAMP Pp70S6KE389=T421=5424
k1l Pp70S6KE389=T421=5424

SODE6P

drpS85235-236 =dt
1,k13p rpS6 Pp70S6RE389=T421=S424
k22 PrpS65235-236

3ODE7pp

For the differentiation stage:

dPIP3=dt Y2 k3d PIP2 k3d Kdpp PIP3 dODE3d>

JdODE6d>
k9 cAMP Pp70S6KE389-T421-S424
k1l Pp70S6KE389-T421=S424

drpS68235-236=dt ¥4 k13d rpS6 Pp70S6KE389
k22 PrpS85235-236

dODE7d>

Data and units

Quantities were expressed in nmal/ of proteins, as
deduced from the experimental data presented herein, or
as % of the response to insulin, arbitrarily xed at
59 10 ’ mol/g in proliferating cells and at 1¢ mol/g

in differentiating cells, based on a previous PIP3 quan-
ti cation in CHO cells [31]. The quantities measured
experimentally were PIR3cAMP, and PrpS6, which
correspond to a single node in the model, p70S6K
phosphorylated on Thr389, and p70S6K phosphorylated
on T421/S424. p70S6K phosphorylated on Thr389 is in
fact the sum of Pp70S6K[T389] plus Pp70S6K[T389/
T421/S424], while the amount of p70S6K phosphorylated
on T421/S424 is the sum of Pp70S6K[T421/S424] and
Pp70S6K[T389/T421/S424].

Program, software, tting algorithm

The ODE model was simulated with the SCILAB software
(http://Iwww.scilab.ory Parameter values were adjusted
by analyzing the data back and forth with the conjugate
gradient method implemented in datat intern Scilab
procedure. The minimized normalized error is the distance
between the data and the corresponding quantity simulated
in the model.

The p70S6K developmental regulation by FSH has been
graphically represented with the CellDesigner graphic
interface (ttp://celldesigner.org
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Statistics

Measurements were performed in duplicates or triplicate:
and results were expressed as mean valu&EM of at
least 3 independent experiments. Statistical analysis of th
biological data was performed using one-way ANOVA
(Bonferroni’'s multiple comparison tests) to compare sam-
ples or two-way ANOVA to compare entire curves
(GraphPad PRISM Software, San Diego, CA). Values witr
P\ 0.05 were considered as signi cantly different.

Results

FSH or insulin stimulates p70 S6 kinase enzymatic
activity and alters its phosphorylation pattern
in primary Sertoli cells from 5 day-old rats

We rst sought to determine whether FSH stimulated the
activity of p70S6K in proliferating Sertoli cells from
5 day-old rats, as it does in differentiating Sertoli cells
from 19 day-old rats32]. After 1 h of exposure to FSH,
p70S6K enzymatic activity increased slightly but signi -
cantly (Fig.1a). Consistently, the phosphorylation of rpS6
also increased after 60 min of FSH stimulation, as showi
by western blot analysis (Figb, c), conrming that
p70S6K was activated by FSH. Likewise, both p70S6K
activity and rpS6 phosphorylation were stimulated by
insulin.

Then, we analyzed p70S6K pattern of phosphorylatior
on T389 and T421/S424, both sites supposedly required fc
p70S6K activation 10]. The T421/S424 site was dephos-

phorylated following FSH Stimulatipn, whereas it Was kg 1 p70s6K is activated by FSH and by insulin in 5-day-old rat
phosphorylated in response to insulin (Figl, €). In con-  primary Sertali cells. Sertali cells were treated for 60 min with 100 ng/ml
trast to differentiating Sertoli cells, in proliferating Sertoli of FSH or insulin (Ins) or were left untreated @ Mean+ SEM of
cells, T389 phosphorylation was enhanced by FSH (Fig p70S6K activity obtained at least from 3 independent experiments each

. . performed in ftriplicates.b Representative western blot of rpS6
g) in a dose-responsive manner (Fid). However, the  nosphoryiation on S235/236, reprobed with an anti-total-rpS6 anti-

level of T389 phosphorylation in response to FSH wasbody.c Mean+ SEM of rpS6 phosphorylation obtained from more
lower than the one observed in response to insulirthan 3 independent experiments each performed in duplicates.
(Fig. 1g). f Representative western blots of p70S6K phosphorylation on T421/
S424 and T389 residues, respectively, reprobed with an anti-total-
p70S6K antibodyh Representative western blot of p70S6K phos-
The hormone-bound FSH-R generates PIP3 and CAMP  phorylation on T389 induced by increasing doses of FSH in
with a different ef cacy in 5 and 19 day-old rat primary proliferating Sertoli cells (5 pp) and in differentiating Sertoli cells
Sertoli cells (19 dop) reprobed with an anti-total-p70S6K antibody dpd, f, h, gel
loading was monitored by reprobing the membranes with an anti-
ERK1, 2 antibody.e, g Means+ SEM of phospho-T421/S424 and
One characteristic feature of GPCRs when compared tphospho-T389 signals respectively, obtained from 3 independent

tyrosine kinase receptors is their ability to couple to Gexperiments each performed in duplicates. All the results were

proteins. Our previous data suggest that the FSH_ngpressed as percent of the response to insulin. Stsaneerscripts

. . . . . indicate no signi cant difference, while differestuperscriptsndicate
dlffere_ntlally couples to both G_s and _G|_|n prollfe_ratlng signi cant differences, at the\ 0.05 level

Sertoli cells and only to Gs in differentiating Sertoli cells

[32). Therefore, we hypothesized that the FSH-R activatiorin differentiating Sertoli cells, to account for the develop-
might induce the production of second messengers such asental differences in signaling to p70S6K. To compare

cAMP and PIP3 with different ef cacy in proliferating and cAMP and PIP3 production at the two developmental
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stages, we rst had to make sure that second messengdata obtained from testis homogenat8§]] Thereof, sec-
production was measured at similar receptor density irond messenger production can be directly compared.
both cell types. By binding assays performed witta- We previously reported that only in differentiating
pFSH, the displacement curves obtained with proliferatingSertoli cells did FSH cause a time-dependent increase in
as well as differentiating Sertoli cells matched (Fig). cAMP levels, whereas in proliferating cells, cCAMP was
The Kd values were in similar range, i.e., 2710 ° M constitutively elevated, similarly to the cAMP maximum
and 49 10 ° M in Sertoli cells from 5- and 19-day-old levels reached in FSH-stimulated Sertoli cells from pre-
rats, respectively, as inferred from Scatchard plot analysipubertal rats 32]. Since phosphodiesterases are expressed
(Fig. 2b, c). These results show that the af nity of FSH at much higher levels in differentiating Sertoli cel4], a
for its receptor and the receptor density do not varyphosphodiesterase inhibitor, IBMX, was added to cell
signi cantly in both developmental stages (0.04 vscultures 15 min prior to FSH stimulation, in order to
0.039 10 ° M, respectively), in agreement with previous compare cAMP production in both cellular backgrounds
more accurately. Clearly, the ef cacy of FSH to produce
cAMP was much higher in differentiating than in prolif-
erating Sertoli cells, as can be observed in time-course
(Fig. 3a) as well as in FSH dose-response experiments
(Fig. 3b). Forskolin stimulation led to comparable cAMP
production in both cell types (4.5 0.53 and 3.7% 0.19
pmoles/16 cells in proliferating and in differentiating
Sertoli cells, respectively; data not shown). Hence, it was
considered as an internal control, so that cAMP production
could be directly compared at both stages.

Then, PIP3 production was directly quantied by a
protein-lipid overlay. In 5-day-old rat cells, PIP3 was sig-
ni cantly increased by FSH stimulation whereas it was not
in 19-day-old rat cells (Fig3c). This observation suggests
an FSH-dependent activation of PI3K in proliferating cells
and is consistent with PI3K constitutive activation in dif-
ferentiating cells. To estimate the efcacy of FSH to
produce PIP3, we rst assayed whether phosphorylation of
the phosphoinositide-dependent transcription factor Foxol
would correlate to our data. Time-course stimulation with
FSH indicated that Foxol gets inducibly phosphorylated in
proliferating Sertoli cells, whereas it was constitutively
phosphorylated in differentiating Sertoli cells (Figd).
Since this result was concordant with the PIP3 direct
guanti cation, the efcacy of FSH to stimulate PIP3-
dependent events was next estimated by assaying Foxol
phosphorylation in dose-response experiments. As expec-
ted, we found that increasing doses of FSH nicely enhanced
Foxol phosphorylation in proliferating cells, but not in
differentiating cells where Foxol phosphorylation was
constitutively high, and could not be further enhanced by
FSH (Fig.3e). Although insulin stimulation for 15 min did
not lead to a signi cant increase in PIP3 production, it

_ _ o _ _enhanced Foxol phosphorylation after 1 h. Therefore,
Fig. 2 Comparison of the binding properties of the FSH-R in

i o g . . PI3K activity is constitutive in differentiating cells, and
proliferating and in differentiating Sertoli cells. Binding parameters * | ) . .
were estimated in proliferatingifcles) and differentiating ¢quarey  Still can be activated further at both stages by insulin, but
Sertoli cells incubated for 1 h at 3C in the presence of1-pFSH  only in proliferating Sertoli cells by FSH. In conclusion,
and increasing concentrations of unlabeled pFSH t€0 10 “M).  the ef cacy of the FSH-R coupling to CAMP was more

Triplicates were done for each concentration of pFSH.The o ciant in differentiating Sertoli cells, whereas PIP3-
displacement curve represents the mean of three different experi-

mentst SEM. b,c The af nity constant was calculated from the 9enerating mechanisms were more potent in proliferating
binding data using Scatchard analysis Sertoli cells stimulated by FSH.
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Fig. 3 Developmental regulation of FSH ef cacy to induce second obtained from more than 3 independent fat ligand blot experiments.
messenger productioa.Mean+ SEM of cAMP production obtained d Representative western blot of Foxol phosphorylation on S256 as a
from 3 independent experiments each performed in triplicate, as &unction of FSH stimulation time, in proliferating (5 dpp) or in
function of FSH stimulation time, in proliferating or in differentiating differentiating Sertoli cells (19 dppg Representative western blot of
Sertoli cells as indicatedb Mean+ SEM of cAMP production Foxol phosphorylation as a function of FSH concentration, in
obtained from 3 independent experiments each performed in tripliproliferating (5 dpp) or in differentiating Sertoli cells (19 dpp)
cate, as a function of FSH concentration, in proliferating or inreprobed with an anti-total-Foxol antibody. dhand e, gel loading
differentiating Sertoli cells as indicated. Results are expressed as % @fas monitored by reprobing the membranes with an anti-ERK1, 2
the forskolin-induced cAMP response, taken as an internal controlantibody. Shareduperscriptsndicate no signi cant difference, while

¢ Sertoli cells isolated from 5 or 19 day-old rats were stimulated withdifferent superscriptsndicate signi cant differences, at the\ 0.05
FSH for 15 min or were left untreated. Results shown are the meatevel

valuest SEM of PIP3 production, expressed in arbitrary units (AU)

Dynamic mathematical simulation of p70S6K to the PIP3-dependent component in differentiated Sertoli
regulation by FSH in control conditions cells.

In our model, we have four different forms for p70S6K:
To gain a clearer view of the active forms of p70S6K inthe non-phosphorylated form, two mono-phosphorylated
response to FSH in the development of Sertoli cells, wdorms (either T389 or T421/S424) and the form with both
achieved dynamic mathematical modelling. All the sites phosphorylated. Consequently, there are 12 possible
molecular species studied here were listed as follows: th&ransitions. Among those, four were eliminated: the double
FSH receptor, the hormone, the hormone-receptor conphosphorylation, direct and reverse, and the transitions
plex, PI3K, activated PI3K, PIP2, PIP3, mTOR, activatedbetween the two mono-phosphorylated forms, because de-
MmTOR, ATP, cAMP, PKA, the cAMP-PKA complex, phosphorylation on the T421/S424 site requires FSH
rpS6, PrpS6, p70S6K, Pp70S6K[T389], Pp70S6K[T421ktimulation, whereas the dephosphorylation on the T389
S424], and Pp70S6K[T389/T421/S424]. Talildists all  site is spontaneous. Consequently, none of these four
the parameters determined in this study, in proliferatingransitions can be made in a single step, and are in fact the
and in differentiating Sertoli cells. Quanti cation of the sum of two of the retained transitions.
molecular species and Kd values have been determined as Since this study focuses on p70S6K regulation nodes,
explained in ‘Materials and MethodsParameters such as parts of the model were simpli ed. Based on previous data
k3 andk5 vary, as expected from modi cation of the model obtained in differentiating Sertoli cells where inhibiting
structure: fork3, PIP3 is no longer increased in differen- PI3K or mTOR led to similar consequences on p70S6K
tiating cells. As for k5, the p70S6K regulation is uncoupledregulation R2], the model was reduced by aggregating the
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PISK/PIP/mMTOR cascade in a single reaction, considere
as a black box: transformation of PIP2 (inactive) in PIP3
(active). Again, on the basis of our previous rep@d][ the
same was done for the cAMP/PKA pathway, also consid
ered as one reaction: the formation of CAMP from ATP.

From experimental data, regulations of four of the
reactions were differently regulated in both stages. Fo
example, in differentiating cells, PIP3 reached its stead)
state in the absence of hormone, and the reaction could t
considered as spontaneous. Thereof, the regulation of tt
conversion rate of PIP2 to PIP3 upon FSH binding was no
taken into account for this stage, and only the spontaneot
reaction was considered. In contrast, FSH binding to the
FSH-R enhanced PIP3 level in proliferating cells and the
model indicates that this PIP3 amount was produced mor
slowly due to low hormone-receptor complex formation.
At this cell stage, the parameter representing the spont:
neous conversion rate of PIP2 to PIP3 was considered
null.

We obtained two dynamic simulations of the model
based on optimized parameters, which tted the biological
data obtained at both stages (F. Of note, all but one
kinetic parameters corresponding to reactions having th
same regulation In both stages are egual (Tél))JeThIS Fig. 4 Simulation of FSH-induced p70S6K regulation. Computa-
shows that the differences in regulatlons, formalized Aional simulations flain lineg compared with experimental data
differences in parameters, in initial conditions and total(black crosses SEM) of FSH-R-mediated signaling in proliferating

amounts are suf cient to explain the observed differencegleft) and differentiating fight) Sertoli cells. The concentration of
in p70S6K regulation molecules in mmol/g is expressed as a function of time in minutes.

. L . “cAMFP stands for the aggregate cAMP-PKA modulePIP3
The model provided the intrinsic concentrations of - 4s for the aggregate PI3K/PIP3/mTOR module

Pp70S6K[T389], Pp70S6K[T421/S424], and Pp70S6K[T389/

T421/S424], which are not experimentally observable

(Fig. 5a, b). At both stages, Pp70S6K[T421/S424] wasboth LY294002 and rapamycin considerably reduced basal
initially the major form, to be transformed into and FSH-induced T389 phosphorylation (Fég, d).
p70S6K, Pp70S6K[T389/T421/S424] and indirectly into Therefore, the PISBK-mTOR pathway seems to be involved
Pp70S6K[T389]. Whereas the clearance of Pp70S6Kn the basal phosphorylation of both sites and in the
[T421/S424] was fast, the evolution of Pp70S6K[T389/FSH-inducible phosphorylation of T389. As expected,
T421/S424] and Pp70S6K[T389] remained slower and-Y294002 and rapamycin inhibited insulin-stimulated
sustained. When considering Pp70S6K[T389/T421/S424phosphorylation of both T421/S424 and T389 sites.

it remained constant only in proliferating cells, where an To de ne whether the PISBK-mTOR pathway impacted
increase in Pp70S6K[T389] compensated the decrease im p70S6K activity, we measured rpS6 phosphorylation

Pp70S6K[T421/S424]. following cell pre-treatment with LY294002 or with

rapamycin. Those inhibitors strongly decreased the phos-
FSH modulates PI3K and mTOR-dependent phorylation of rpS6, which reveals inhibition of p70S6K
phosphorylation of p70S6K T389 and T421/S424 activity, in response to FSH, and even more to insulin
residues (Fig. 6e, f).

Consistent with the involvement of PI3K and mTOR in
To unravel the relationships linking the PISK/mTOR FSH-dependent signaling, FSH stimulated mTOR phos-
pathway to p70S6K activation, we analyzed the effect ofphorylation, in a PI3K-dependent manner (Fég, h).
their inhibition on the p70S6K phosphorylation pattern.Surprisingly, mMTOR was more potently activated by FSH-
LY294002, a PI3K inhibitor, and rapamycin, an mTOR dependent signaling than by insulin-dependent signaling.
inhibitor, abolished the basal phosphorylation of theHowever, mTOR phosphorylation was more sensitive to
T421/S424 site (Figéa, b). Hence, the FSH-induced PI3K inhibitors in cells stimulated by insulin than follow-
dephosphorylation was not visible any more. Similarly,ing FSH stimulation, suggesting that other upstream events,
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Fig. 5 Intrinsic Pp70S6K quantities predicted by computational phosphorylated on [T389/T421/S424], as indicated. Simulations in
simulations, respectively, Pp70S6K phosphorylated on [T389] onlya proliferating andb differentiating Sertoli cells are shown
Pp70S6K phosphorylated on [T421/S424] only, and Pp70S6K

Fig. 6 FSH enhances PI3K and mTOR-dependent phosphorylatiophosphorylation on S235/236 reprobed with an anti-total-rpS6
of p70S6K T389 and decreases PI3K and mTOR-dependent toniantibody.f Mean+ SEM of phospho-rpS6 signals obtained from 3
phosphorylation of T421/S424. Sertoli cells were pretreated with thendependent experiments each performed in duplicajdRepresen-
PI3K inhibitor LY294002 (50 mM, 10 min) or with the mTOR tative western blot of MTOR phosphorylation on S2448 reprobed with
inhibitor rapamycin (10 nM, 60 min) or were left untreated before an anti-total-mTOR antibody. Ia, c, e, and g, gel loading was
being stimulated for 30 min with FSH or insulia,c Representative monitored by reprobing the membranes with an anti-ERK1, 2
western blots of p70S6K phosphorylation on T421/S424 and T38&ntibody.h Mean+ SEM of phospho-mTOR signals obtained from
residues, respectively, reprobed with an anti-total-p70S6K antibody3 independent experiments each performed in duplicates. Results are
b,d Mean+ SEM of phospho-T421/S424 and phospho-T389 signalsxpressed as percent of the response to insulin. Steaneerscripts
respectively, each obtained from 3 independent experiments peindicate no signi cant difference, while differesuperscriptsndicate
formed in duplicates.e Representative western blot of rpS6 signi cant differences, at th&\ 0.05 level
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unrelated to PI3K, are required for FSH to stimulatethe parameters that were obtained in normal conditions
mTOR. (Table 1), further con rms its validity.
We kept the same sets of parameters as for the control

conditions to simulate pharmacological perturbationsp70S6K activation is constitutively restrained

except for the total amounts of those molecules that werby PKA in proliferating Sertoli cells

affected by the treatment, namely PI3K and mTOR, which

were not represented in our models. In both cases, theKA stimulates p70S6K activity by dephosphorylating the

consequence of the inhibition of these molecules was d3421/S424 site in differentiating Sertoli cell2g]. Since

drastic decrease of the available amount of the active fornf-SH stimulation also led to dephosphorylation of these

equivalent to a drastic decrease in the amount of theesidues in proliferating Sertoli cells, we sought to de ne

aggregate variable PIP3, which was modeled by reducinthe role of PKA in these cells. The enzymatic activity of

10-fold the initial and total PIP3 amounts at both stagep70S6K was measured in proliferating Sertoli cells pre-

(Tablel and Fig.7). The simulation conrmed that in treated with the PKA highly specic inhibitor, Myr-PKI

active PI3K-depleted conditions, Pp70S6K[T389] decreasef35]. Contrasting with differentiating cells, at this stage of

atboth stages, and that Pp70S6K[T421/S424] also decreasddvelopment, inhibition of PKA over-stimulated p70S6K

in proliferating cells (Fig8a, b, to be compared with activity, which indicates that PKA would have an inhibi-

the simulation in control conditions in Figa, b). In pro- tory effect on p70S6K (Fig9a). These data were further

liferating cells, loss of Pp70S6K[T389/T421/S424] wascon rmed by western blot analysis, which showed a great

concomitant to the loss of rpS6 phosphorylation, whileincrease in rpS6 phosphorylation in similar experimental

in differentiating cells, only the loss of Pp70S6K[T389] conditions (Fig.9b, c).

was seen. Since PKA antagonistically acted on p70S6K activity

Importantly, the fact that our model still ts the obser- depending on Sertoli cell developmental stage, it was

vations in perturbed conditions (Fi@) without modifying interesting to explore the impact of PKA inhibition on
p70S6K phosphorylation pattern in proliferating cells.
By western blot analysis, we observed that cell exposure
to increasing doses of Myr-PKI led to a gradual raise in
phosphorylation of the T421/S424 site (FRd). This
increase was observed in basal as well as in FSH- or
insulin-induced conditions (FigPd, e). Similar results
were obtained when using a structurally unrelated PKA
inhibitor, C-MIQ (data not Bown). Conversely, activat-
ing Gas, known to stimulate PKA, by increasing doses
of cholera toxin mimicked FSH-induced dephosphoryl-
ation of the T421/S424 site (Fi@f). In contrast, the
T389 site appeared to be insensitive to regulation by
PKA (Fig. 9g, h).

As above, PKA, which is the target of Myr-PKiI, is not
represented in the simplied model. The direct conse-
guence of PKA impairment is a drastic decrease of the
available amount of active PKA, equivalent to a drastic
decrease of the aggregate variable cAMP. This was
modeled in both cell types by dividing initial and total
amounts of cAMP 50-fold (Tabl&). The simulation in
PKA-depleted conditions revealed a large amount of
Pp70S6K[T421/S424] at both stages (Fida, b, to be
compared with the simulation in control conditions in
Fig. 5a, b), leading to the hypothesis that cAMP indirectly
catalyses the dephosphorylation of Pp70S6K[T421/S424].

Fig. 7 Simulation of the PI3K/PIP3 component of FSH-induced In addition, in proliferating cells, Pp70S6K[T389] was
p70S6K regulation. Computational simulationglain lineg com-  restrained by PKA depletion. Therefore, at both stages, the
pared with experimental dateblack crossest SEM) of FSH-R- — piea pathway indirectly catalyses the transition of
mediated signaling in the presence of PI3K inhibitor, in proliferating .
(leff) and differentiating fight) Sertoli cells. The concentrations of Pp70S6K[T389/T421/S424] to Pp70S6K[T389]. The major
molecules are expressed as a function of time, as above difference between both stages is that this transition is
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Fig. 8 Intrinsic Pp70S6K quantities predicted by computational phosphorylated on [T421/S424] only and Pp70S6K phosphorylated
simulations, in PI3K-perturbed conditions. As above, the respectiven [T389/T421/S424], are compared. Simulationsaiproliferating
levels of Pp70S6K phosphorylated on [T389] only, Pp70S6Kandb differentiating Sertoli cells are shown

inhibitory of rpS6 phosphorylation in proliferating cells, developmental stage. In prolifating Sertoli cells isolated
and stimulatory in differentiating cells, as can be inferredfrom 5-day-old rats, FSH weakly activates p70S6K, and
from rpS6 phosphorylation level. This is due to the fact thatinduces dephosphorylation of its T421/S424 site and
the active form of p70S6K is different at the two stages.phosphorylation of its T389 site. FSH-induced T421/S424
We can conclude from these simulations (Fi§) that the  dephosphorylation relies on PKA activation, and is det-
difference in initial conditions and total amount of the rimental to p70S6K enzymatic activity. The PI3K/mTOR
aggregate variable cAMP, guring the inhibition of PKA, pathway counteracts thismlibitory effect, and is also
is suf cient to explain the evolution of the phosphorylated amenable for FSH-induced T389 phosphorylation. In
forms of p70S6K levels in FSH-stimulated conditions striking contrast, in differetiating Sertoli cells stimulated
(Fig. 11). by FSH, PKA-induced dephosphorylation of the T421/
S424 site is required for st enzymatic activity, and
Graphic formalization of p70S6K regulation by FSH p70S6K is not inducibly phosphorylated on T3822].
Tonic activation of the FK pathway is important
To formalize the differences in p70S6K regulation by FSHfor FSH to activate p70S6Kknithese cells. Resting con-
accurately, we graphically represented the signalingentrations of PIP3 have been shown previously to
mechanisms engaged at both developmental stages lopntribute permissively to carbachol-induced S6K1 acti-
using the CellDesigner graphic interface (Fi). It vation mediated by the Gg-coupled M3 muscarinic
should be noted that in these diagrams, the PKA andeceptor B6].
MTOR pathways are gured, although they have been Importantly, in proliferating as well as in differentiating
aggregated in the model used for simulation. WhenSertoli cells treated with insulin, p70S6K pattern of phos-
focusing on p70S6K phosphorylations, it appeared clearlphorylation was similar and was consistent with the current
that in proliferating Sertoli cells, only p70S6K phosphor- model, describing the enzyme as getting fully activated
ylated on both T421/S424 and T389 was active, regardleghrough sequential phosphorylation on multiple sites,
the hormone, i.e. FSH (Fid.2a) or insulin (Fig.12b). including T421/S424 and T384()]. Therefore, our results
Therefore, we propose that the major difference betweenlearly indicate that various patterns of phosphorylation are
FSH versus insulin-induced p70S6K activation is thatable to confer an active conformation to p70S6K. More
p70S6K is refrained by the PKA signaling componentprecisely, extracellular signal-induced phosphorylation of
emanating from FSH stimulation. In contrast, in differen-the T421/S424 is supposed to relieve p70S6K auto-inhi-
tiating Sertoli cells, only p70S6K phosphorylated on T389bition. This happens to be the case in proliferating Sertoli
is the active form, and PKA relieves the inhibition medi- cells, but not in differentiating Sertoli cells, which suggests
ated by constitutive phosphorylation of T421/S424.additional mechanisms to support this auto-inhibitory role.
Insulin-induced phosphorylation of p70S6K was similar atFurthermore, one important advance provided by our data
both stages. is that p70S6K pattern of phosphorylation could be dictated
by the class of receptor engaged, i.e., via a tyrosine-kinase
receptor for the insulin receptorersusa GPCR for the
Discussion FSH-R.
Here, we proposed a dynamical model of FSH-regulated
Here, we demonstrate that FSH-induced p70S6K activap70S6K in primary Sertoli cells. The structure of the model
tion pattern varies as a function of the Sertoli cellwas hypothesized from the experiment, and the parameters
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Fig. 9 FSH-induced p70S6K activation includes a PKA-dependentresponse to FSH, in cells incubated with increasing doses of Myr-PKI
inhibitory component. Sertoli cells were pretreated with the PKA or CTX, respectively. The membrane was reprobed with an anti-total-
inhibitor Myr-PKI (50 nM, 1 h) or left untreated before stimulation p70S6K antibodyg Representative western blot of T389 phosphor-
with FSH or insulin (each at 100 ng/ml) for 1 h to measure p70S6Kylation in response to FSH, reprobed with an anti-total-p70S6K
activity or for 30 min for western blot assagp Mean+ SEM of antibody. Inb, d, f, andg, gel loading was monitored by reprobing the
p70S6K activity obtained from 3 independent experiments eachmembranes with an anti-ERK1, 2 antibody. h Mean+ SEM of
performed in triplicates.b Representative western blot of rpS6 phospho-T421/S424 and T389 signals obtained from 3 independent
phosphorylation reprobed with an anti-total-rpS6 antibody. experiments each performed in duplicates. Results are expressed as
Mean+ SEM of phospho-rpS6 signals obtained from more than 3percent of the response to insulin. Shasegerscriptsindicate no
independent experiments each performed in duplicate$.Repre-  signi cant difference, while differensuperscriptsndicate signi cant
sentative western blots of p70S6K phosphorylation on T421/S424 imifferences, at thé\ 0.05 level

where optimized to t data in normal conditions. Although all the parameters, i.e., kinetic rates and total amounts, still
we cannot rule out that this is not the unique solution, wetted the data in pharmacologically perturbed conditions.
found it satisfactory to obtain a set of parameters which t Considering the phosphorylated p70S6K isoforms, our
the data, given the number of readouts, i.e., CAMP, PIP3nodel predicts that, in differentiating cells, FSH stimula-
sum of Pp70S6K[T389], sum of Pp70S6K[T421/S424]tion increases the level of Pp70S6K[T389], which is
PrpS6[S235/236], K&, FSH-R, FSH. Therefore, the ultimately the active form, at the expense of Pp70S6K
probability that our parameters are close to reality is[T389/T421/S424]. However, this cannot be observed
enhanced. Our model is further supported by the fact thagxperimentally, since western blot analyses done with a
although it was obtained by tting the control conditions, unique anti-phospho-antibody do not discriminate between
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regulation by insulin 0], we admit that phosphorylation
on the [T389] residue participates in p70S6K activation.
Nevertheless, our rafs indicate that phosphorylation of
the [T421/S424] is not a pre-requisite. Therefore, inhibi-
tion relief, if any, should be achieved by other aminoacid
residues of p70S6K. This view is further supported by the
fact that no t was found unless a supplemental degree of
freedom, k7, was added. Presumably, an unidenti ed
effector catalyzes the conversion of p70S6K to
p70S6K[T389] in proliferating cells, or, more likely,
p70S6K gets phosphorylated at other sites than the two
studied here.
Sertoli cells can be considered as a particular cell type.
In the neonate, they are differentiating cells which retain
some mitotic potential, whereas in the pre-pubertal animal,
they lose their mitotic ability and their terminal differen-
tiation is nally acquired in the adult. Interestingly, a single
hormone, FSH, is a key regulator of these developmental
processes, hence its signaling can be analyzed in two dif-
ferent and physiologically relevant backgrounds. It is now
clear that the signaling pathways activated by FSH at each
stage of Sertoli cell post-natal development are different,
or, at least, differentially modulated to lead to those various
Fig. 10 Simulation of the CAMP/PKA component of FSH-induced Cellular responses. For example, in 5-day-old rat prolifer-
p70S6K regulation. Computational simulationglain lineg com-  ating Sertoli cells, the MAP kinases ERK1 and ERK2 are
pared with experimental dateblack crossest SEM) of FSH-R- phosphory|ated by FS}—BE] ERK phosphory|a‘[ion indu-
mediated si_gnaling ir_1 the presence (_)f PKA inhibitor, in prol_iferating ces a cyclin D1 increase which is directly related to the
(left) and differentiating 1ight) Sertoli cells. The concentrations of . .
molecules are expressed as a function of time, as above proliferation state of the cells. In contrast, FSH totally
switches off the ERK pathway in 19-day-old rat differen-
tiating Sertoli cells. Likewise, we hypothesized that the
Pp70S6K[T389] and Pp70S6K[T389/T421/S424]. Theresignaling pathways activated by FSH upstream of the
fore, although the PIP3 level was not signi cantly p70S6K might be different at each of those developmental
increased following FSH stimulation, we propose thatstages and would result in differential phosphorylation
there was still an increase in the phosphorylation of thepatterns. And actually, the signaling pathways induced by
PIP3-sensitive site, T389. Inoatrast, in proliferating FSH to phosphorylate p70S6K seem to be modulated
cells, as a result from con icting interactions of the PKA- during the post-natal development of Sertoli cells, leading
and the PI3K-dependent component, Pp70S6K[T38%0 different phosphorylation patterns, with differential
T421/S424] is the active form following FSH stimulation. integration of PI3K- and PKA-dependent signaling mech-
When compared to the admitted model of p70S6Kanisms. In addition, T421/S424 dephosphorylation seems

Fig. 11 Intrinsic Pp70S6K quantities predicted by computational phosphorylated on [T421/S424] only and Pp70S6K phosphorylated
simulations, in PKA-perturbed conditions. As above, the respectiveon [T389/T421/S424], are compared. Simulationsaiproliferating
levels of Pp70S6K phosphorylated on [T389] only, Pp70S6Kandb differentiating Sertoli cells are shown
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Fig. 12 Graphic representation
of the developmental regulation
of p70S6K by FSH and by
insulin. a Regulation of p70S6K
by FSH has been superimposed
to highlight the differences
between both stages. The
reactions speci cally induced
by FSH in proliferating cells are
in green while those

speci cally induced by FSH in
differentiating cells are imed,
and the common ones are in
black The active form of
p70S6K is surrounded bgreen
andred dots respectively.

b Insulin induces a similar
pattern of p70S6K
phosphorylation at both stages.
The molecular species
experimentally measured in this
study and mined for the
simulations are in color, while
the others are ifblack and

white. All the reactions are
equilibrium, but for clarity, they
are represented with simple
arrows unless necessary.
Reaction parameters, as
determined by data tting, are
indicated. Activating
interactions are gured with a
line ended in &circle

to have different consequences on p70S6K activity in thdor FSH to stimulate p70S6K in proliferating cells is the
two stages: activating in differentiating cells and inhibitory PI3K/mTOR pathway, leading to the inducible phosphor-
in proliferating cells. Therefore, the cellular backgroundylation of p70S6K T389. This is consistent with the
appeatrs to be instrumental for p70S6K phosphorylation angroliferating state of the cells and to the well-known role of
activity, in agreement with the notion that the develop-this pathway in cell growth3g]. In differentiating cells, the
mental stage of cells dictates the way the hormonamain pathway activated by FSH is the PKA pathway,
messages are integrated. p70S6K is also activated by FSidquired for the expression of specic markers, such as
in granulosa cells of the ovary, in a PKA-dependent mannettransferrin B9]. Again, these ndings indicate that a single
but only phosphorylation on the T389 site has been analyzeligand can stimulate diverse intracellular signaling path-
in this study B7]. ways with differential ef cacy. The FSH-R has the ability
One possibility to explain the developmental regulationto couple to both Gs and Gi, depending on the develop-
of p70S6K by second messenger-dependent kinases wagntal staged2] or the cell type #0]. The nature of the G
that second messenger production in response to FSptoteins that the receptor couples to could be critical for
would be developmentally regulated, depending on FSH-Rignaling to p70S6K activation, since GPCR coupled to
coupling to various G proteins. For this reason, we ana&q, for example, such as the M3-muscarind®]] PGF2
lyzed the efcacy of FSH to induce PIP3 and cAMP [19], al-adrenergic receptord]], stimulate p70S6K in a
downstream. The cAMP basal level was much higher inPI13K-independent manner, unlike Gi-coupled receptors,
proliferating cells than in differentiating cell8p] but the such as the LPA 42] or the | -opioid [43] receptors.
FSH-induced raise in production was much more importanflternatively, a yeast two-hybrid screen has revealed the
in differentiating cells. Conversely, basal PIP3 productiondirect interaction of the FSH-R with a PI3K adaptor,
was lower in proliferating cells and signi cantly increased APPL1 [44], in a signalosome including Foxol4%|.
by FSH, when compared to differentiating cells. TheseUnfortunately, the expression pattern of APPL1 in the
observations could explain that the main pathway requiredlevelopment of Sertoli cells is not yet available.
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We cannot yet appreciate the biological consequences of.

the differences in p70S6K regulation in Sertoli cell
development and in response to a GPCR or to a tyrosine,
kinase receptor. Since p70S6K has 8 potential phosphory-
lation sites f16], more studies are needed to better de ne
the p70S6K pattern of phosphorylation in response to each
of those receptors and the outcomes on the biological role
of p70S6K. And in fact, modeling the entire combinatorial
complexity of p70S6K regulation sites in developing Ser-
toli cells stimulated by FSH is an interesting question to
address in future work. In particular, p70S6K is known to
be implicated in mRNA translation, by phosphorylating

rpS6 B7]), and elF4B []. Whether the different active 10.

isoforms of p70S6K that we have studied here equally
regulate their target proteins within the translational

machinery remains to be de ned. GPCRs have recently 1,

been linked to the control of translation by the discovery

that the GPCR scaffolding proteifisarrestins are involved 12-

in protein synthesis by positively regulating Mnik{].
Hence, whether the FSH-R and the insulin receptor act on

the translational machinery in different manners in Sertolil3.

cell development also needs to be addressed in the future.
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3.1. MODELISATION DYNAMIQUE DU R ESEAU DE SIGNALISATION DU RFSH

3.1.3 Donrees compémentaires

Une originalie et un atout de ce travail de moctlisation aee I'hom ogereie des donrees
qui a permis d'exprimer I'ensemble des quanties emmol: g ! de proeines avec beaucoup
de rigueur. J'ai choisi cette unie car toutes les experiences muvaient s'y eerer. En
e et, nous avons trouve une estimation de l'activie PI3K dans cett e unik, ce qui nous a
permis de calculer le 100% insuline correspondant. A ce stade nous avoiadt I'hypothese
qu'il repesentait les mémes concentrations pour les deux formeale p70 et la rpS6. En n,
connaissant les volumes et concentrations des autres mesures (FSkcepteur et AMPc),
leur conversion a pu etre ealise. Le cetail des calculs pour TAMPc quietait exprine en
nmol:L 1 au cepart et aee convertien nmol: g ! est donre ci-dessous.

Tout d'abord, j'ai converti les nmol:L 1 en nmol:g ! de proeines. Pour les cel-
lules en prolieration (5dpp), dans 100L on a 5365g de protines (pour les cellules
dierentees(19d pp), on a 57:58g de prokines)

Soit

1nmol: g
(100 10 °L)=(53:659)
1:86 10 ®nmol:L ?

Ksdpp

L'AMPcetant exprinee en mol par cellule, j'ai e ectle une conversion du hombre de
cellules en volume ().

100%cAMPsgpp = 4:5nmol:1CPcellules

Sachant que dans 10010 L il y a 410° cellules, dans L ily a (4 10%) 1CP cellules

100%AMPsgp, = (4:5 nmol 1C°cellules) 410
= (18 10Y%nmol:L ?
= (18 10Ynmol:iL ! kJ5
= 33:6 10 °nmol: g de proeines

D'au
1%CAMPsgp, = 0:00336imol: g de prokines

En proedant de la méme facon pour les cellules dierentee s, on obtient

1%CAMP 1949pp = 0:002631mol: g de proeines

3.1.4 Conclusion et perspectives

L'approche de mocklisation a permis de formaliser, en un seul mogle, la dynamique de
egulation des phosphorylations de p70S6K, et ce pour les deux stades developpement
des cellules de Sertoli (prolieration et dierentiation). Les p aranetres ontet ajuses sur
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les donrees contrbles mais le moctle permet aussi de simuler element les donrees per-
turtees (inhibitions de PI3K et inhibition de PKA). Enn, ce tra vail a permis de fournir
des constantes ciretiques ainsi que des simulations pedictigs sur les concentrations des
dierentes formes de p70S6K impossibles a mesurer exgerimenalement. Or, malge ce
niveau de cetail, et les branchements catalytiques ns sur chaqueegulation de phospho-
rylation, en ealisant I'ajustement paranetrique pour les deux stades de developpement,
un dege de libere suppkmentaire a du etre ajout : le parametre k7. Ce biais Emoigne
vraisemblablement de la pesence d'un e ecteur non identie qui catalyserait la conversion
de p70S6K en Pp70S6KT 389 dans les cellules en prolieration, ou plus probablement,
I'existence d'autre sites phosphoryks que ceux cepetudes, et qui donneraienta la p70S6K
ce comportement dierent. La p70S6K comporte bien d'autres sites de fosphorylation,
qui n'ont paset cetailes par manque de donrees. De plus, le detail de I'ensemble des
sites de phosphorylations aurait engende une augmentation importante @ la taille du
mocele. En e et, pour trois sites de phosphorylation, on compte huit intermediaires, et
pour n sites, 2'. On peut se demander si cette complexie auraitee possiblea prendre
en compte dans notre formalisme simple de moctlisation et si I'appord'information, une
observable par site phosphoryk, aurait su devant I'ajout de variable s et de paranetres
inconnus. La moctlisation est bien souvent unequilibre entre étails et capacies. Nous
avions cep essaye delargir le mockle en cktaillant les de ux voies de signhalisation mais
I'environnement Scilab et les nethodes utilies au moment dece travail ne permettaient
pas d'aller plus loin. Le besoin d'employer des nethodes plus péormantes pour inegrer
le syseme et ajuster les paranetres an delargir le mocele n ous a amere a envisager
d'autres environnements.
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3.2. MODELISATION DYNAMIQUE DU R ESEAU DE SIGNALISATION DU
RAT 1a

3.2 Mocklisation dynamique du eseau de signalisation du
RAT 1a

Les nethodes d'ajustement paranetrique utilies dans la partie peedente ont monte
leurs limites. En e et, comme pesenk en introduction, la methode d'ajustement parane-
trique du gradient conjugle ne sut pas pour des moctles plus complexes. D'autre part,
I'environnement Biocham, cede aux eseaux biochimiques, proposait un formalisme de
proprees temporelles pour cecrire la fonction objectif qui permet d'inegrer des con-
traintes qualitativesa la recherche des paranetres, ce qui n'st pas possible avec un for-
malisme classique d'expression de la fonction objectif. Lorsque Bobam s'est doe d'une
nmethode d'ajustement paranetrique performante, CMAES, nous avons mise sur ces nou-
veaux formalismes pour ealiser un second mockle a n de epondre ax questions portant
sur l'activation des ERK par le RAT 1a.

Tout d'abord, comme le permet le formalisme QFLTL, nous avons utilie les points
de donrees temporelles munis de leurs ecarts types ainsi que decontraintes originales,
simpli ant parfois la recherche. Pour les jeux de donrees FRET dobservation en condition
contréle du DAG et de la PKC, nous avons inegea la fonction objec tif la ciretique rapide
de cepart entre 0 et 5mns tandis que pour les temps long, une contrairg d'encadrement
aek ajoukte, comme illuste (Figure 3.2). Cela permet de ne pas augmenter le nombre de
points de la fonction objectif tout en decrivant le comportement du DAG et de la PKC.

Des contraintes suppkementaires nous ont permis de canaliser legcherches en speci ant
les intervalles de recherche des paranetres et en obligeant les gnties inhikees a étre
inerieures aux quanties initiales. Ce formalisme nous a aussi @rmis de speci er des con-
traintes originales et qualitatives telles que : le recrutement de -arrestines doit s'e ectuer
petrentiellement au ecepteur phosphoryk ; les ecep teurs phosphoryes par GRKs 2 et
3 priviegient le recrutement des -arrestines 1 de petrence aux -arrestines 2.

En n, contrairement au mocele p70S6K dont les paramnetres ontet aj uses en condi-
tions contréle, nous avons voulu aller plus loin en ealisant un ajusement sous plusieurs
conditions simultarement. Ce qui nous a pous®a suivre cette drectionetait le jeux de
donrees principales. Ces donrees, tes homognes, observeries ERK phosphoryes par
l'angiotensine en condition contréle et en plusieurs conditions pdurkees : inhibition des

-arrestines, de la PKC, des GRKs 2, 3, 5 et 6. Pour cela nous avons veid garder
commun entre deux conditions I'ensemble des lois et des paranetsedu moctle et de ne
modi er que les conditions initiales ou quanties totales modie es par l'inhibition. Ainsi,
au sein de la fonction objectif, nous inegrons cing fois I'ODE pour les cing conditions et
nous recherchons les paranetres du moctle ainsi que les quanés initiales ( -arrestines 2
inhikees, PKC active et inactive initiales et inhilkees, GRKs 2 et 3 inhilees et GRKs 5 et
6 inhikees) qui minimisent au mieux l'erreur sur les cing moeles.

Avec ce moctle, simulant les ciretiques ERK du eseaux de sigrlisation de I'angioten-
sine 1, nous avons epondu a plusieurs questions biologiques :

1] Comment les GRKs qui phosphorylent le ecepteur contrélent-dles lequilibre entre
les deux voies de signalisations ERK (cependante des prokines G tecependantes des
-arrestines) ?
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