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Résumé

Personnaliser les traitements anticancéreux sur base moléculaire consiste a
optimiser la thérapie en fonction des profils d’expression de génes des cellules
saines et tumorales du patient. Les différences au niveau moléculaire entre
tissus normaux et cancéreux sont exploitées afin de maximiser 'efficacité du
traitement et de minimiser sa toxicité. Cette thése propose une approche
pluridisciplinaire expérimentale et mathématique ayant pour but la déter-
mination de stratégies anticancéreuses optimales sur base moléculaire. Cette
approche est, tout d’abord, mise en oeuvre pour la personnalisation de la
chronothérapeutique des cancers, puis pour 'optimisation de la thérapie an-
ticancéreuse dans le cas d’'une mutation de ’oncogéne SRC.

La plupart des fonctions physiologiques chez les mammiféres présentent
une rythmicité circadienne, c’est-a-dire de période environ égale a4 24 h. C’est
par exemple le cas de l'alternance activité-repos, de la température corpo-
relle, et de la concentration intracellulaire d’enzymes du métabolisme. Ces
rythmes ont pour conséquence une variation de la toxicité et de D'efficacité
d’un grand nombre de médicaments anticancéreux selon leur heure circa-
dienne d’administration. De récentes études soulignent la nécessité d’adapter
les schémas d’injection chronomodulés au profil moléculaire du patient. La
premiére partie de cette thése propose une approche combinée expérimentale
et modélisatrice pour personnaliser la chronothérapie sur base moléculaire.

La premiére étape a consisté en une preuve de concept impliquant des
expérimentations in vitro sur cultures de cellules humaines et des travaux de
modélisation in silico. Nous nous sommes focalisés sur ’étude de l'irinotecan
(CPT11), un médicament anticancéreux actuellement utilisé en clinique dans
le traitement des cancers colorectaux, et présentant des rythmes de chrono-
toxicité et de chronoefficacité chez la souris et chez I’homme. Sa pharma-
cocinétique (PK) et pharmacodynamie (PD) moléculaires ont été étudiées
dans la lignée de cellules d’adénocarcinome colorectal humain Caco-2. Un
modéle mathématique de la PK-PD moléculaire du CPT11, & base d’équa-
tions différentielles ordinaires, a été concu. Il a guidé I’expérimentation qui
a été réalisée dans le but d’évaluer les paramétres du modéle. L’utilisation
de procédures d’optimisation, appliquées au modéle calibré aux données bio-
logiques, a permis la conception de schémas d’exposition au CPT11 théori-
quement optimaux dans le cas particulier des cellules Caco-2.

Le CPT11 s’est accumulé dans les cellules Caco-2 ot il a été biotransformé
en son métabolite actif le SN38, sous I'action des carboxylestérases (CES).
La préincubation des cellules avec du verapamil, un inhibiteur non spéci-
fique des transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette) a permis la mise en
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évidence du roéle de ces pompes d’efflux ABC dans le transport du CPT11.
Apreés synchronisation des cellules par choc sérique, qui définit le temps cir-
cadien (CT) 0, des rythmes circadiens d’une période de 26 h 50 (SD 63 min)
ont été mis en évidence pour ’expression de trois génes de ’horloge circa-
dienne : REV-ERB«a, PER2, et BMALTI ; et six génes de la pharmacologie du
CPT11 : la cible du médicament la topoisomerase 1 (TOP1), enzyme d’acti-
vation CES2, 'enzyme de désactivation UGT1A1, et les quatre transporteurs
ABCBI1, ABCC1, ABCC2, ABCG2. Au contraire, I’expression protéique et
I’activité de la TOP1 sont restées constantes. Enfin, la quantité de TOP1
lice & ’ADN en présence de CPT11, un marqueur de la PD du médicament,
a été plus importante pour une exposition a CT14 (47+5.2% de la quantité
totale de TOP1), que pour une exposition & CT28 (35.5+1.8%).

Les paramétres du modéle mathématique de la PK-PD du CPT11 ont
ensuite été estimés par une approche de bootstrap, en utilisant des résul-
tats expérimentaux obtenus sur les cellules Caco-2, combinés aux données
de la littérature. Ensuite, des algorithmes d’optimisation ont été utilisés
pour concevoir les schémas d’exposition théoriquement optimaux des cel-
lules Caco-2 a l'irinotecan. Les cellules synchronisées par un choc sérique
ont été considérées comme les cellules saines et les cellules non-synchronisées
ont joué le role de cellules cancéreuses puisque l'organisation circadienne
est souvent perturbée dans les tissus tumoraux. La stratégie thérapeutique
optimale a été définie comme celle qui maximise 'efficacité sur les cellules
cancéreuses, sous une contrainte de toxicité maximale sur les cellules saines.
Les schémas d’administration considérés ont pris la forme d’une exposition a
une concentration donnée de CPT11, débutant & un CT particulier, sur une
durée comprise entre 0 et 27 h.

Les simulations numériques prédisent que toute dose de CPT11 devrait
étre optimalement administrée sur une durée de 3h40 a 7h10, débutant entre
CT2h10 et CT2h30, un intervalle de temps correspondant a 1h30 & 1h50
avant le minimum des rythmes de bioactivation du CPT11 par les CES. Une
interprétation clinique peut étre établie en ramenant a 24 h ces résultats
pour les cellules Caco-2 qui présentent une période de 27 h. Ainsi, une admi-
nistration optimale du CPT11 chez le patient cancéreux résulterait en une
présence du médicament dans le sang pendant 3h30 & 6h30, débutant de 1h30
a 1h40 avant le minimum des rythmes d’activité des CES chez le patient.

La deuxiéme étape de nos travaux a consisté & adapter ’approche mise
en oeuvre pour optimiser I'exposition des cellules Caco-2 au CPT11, pour
I'optimisation de ’administration du médicament chez la souris. Des études
récentes mettent en évidence trois classes de chronotoxicité a l’irinotecan chez
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la souris. La classe 1, les souris de la lignée B6D2F1 femelles, présentent la
pire tolérabilité au CPT11 aprés une administration a ZT3, et la meilleure
pour une administration & ZT15, ot ZT est le temps de Zeitgeber, ZT0 défi-
nissant le début de la phase de lumiére. La classe 2, les souris B6D2F1 méles,
montrent une pire heure d’administration a ZT23 et une meilleure a ZT11.
Enfin, la classe 3, les BBCBAF1 femelles présentent la pire tolérabilité pour
une injection a ZT7, et la meilleure pour ZT15. Nous avons entrepris une
approche pluridisciplinaire in vivo et in silico dont le but est la caractérisa-
tion moléculaire des trois classes de chronotoxicité, ainsi que la conception
de schémas optimaux d’administration pour chacune d’elles.

Le modéle mathématique mis au point pour une population de cellules en
culture a été adapté pour la construction d’un modéle "corps entier" a base
physiologique de la PK-PD de l'irinotecan. Un ensemble de parameétres a été
estimé pour la classe 2, en utilisant deux sortes de résultats expérimentaux :
d’une part, les concentrations sanguines et tissulaires (foie, colon, moelle
osseuse, tumeur) du CPT11 administré & la pire et a la meilleure heure
circadienne de tolérabilité, et d’autre part, les variations circadiennes des
protéines de la pharmacologie du médicament dans le foie et 'intestin. Le
modéle ainsi calibré reproduit de fagon satisfaisante les données biologiques.
Cette étude est en cours pour les classes 1 et 3.

Une fois les ensembles de paramétres validés pour chacune des trois classes,
ils seront comparés entre eux pour mettre en évidence de possibles diffé-
rences moléculaires. [’étape suivante consiste en 'application d’algorithmes
d’optimisation sur le modéle "corps entier" pour définir des schémas d’ad-
ministration chronomodulés optimaux pour chaque classe.

La deuxiéme partie de cette thése s’intéresse a I’étude de la tyrosine kinase
SRC, dont 'expression est dérégulée dans de nombreux cancers. Des études
récentes montrent un controle de SRC sur la voie mitochondriale de ’apop-
tose dans des fibroblastes de souris NIH-3T3 transfectés avec 1'oncogéne v-
src, cette régulation étant inexistante dans les cellules parentales. L’oncogéne
SRC active la voie RAS / RAK / MEK1/2 / ERK1/2 qui augmente la vi-
tesse de phosphorylation de la protéine pro-apoptotique BIK, menant ainsi
a sa dégradation par le protéasome. La faible expression de BIK résultant
de ce mécanisme rendrait ainsi les cellules v-src résistantes & la plupart des
stress apoptotiques.

Notre étude a consisté & déterminer, par une approche combinée mathé-
matique et expérimentale, les stratégies thérapeutiques optimales lorsque les
cellules NTH-3T3 parentales jouent le role de cellules saines, et les fibroblastes
transformés celui de cellules cancéreuses. Pour cela, nous avons, tout d’abord,
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construit un modéle mathématique de la cinétique de BIK en conditions
non-apoptotiques. L’estimation des paramétres de ce modéle, en utilisant
des données expérimentales existantes, confirme que la phosphorylation de
BIK sous le controle de SRC est inactive dans les cellules normales. L’étude
expérimentale de I’évolution de BIK aprés le signal apoptotique que consti-
tue une exposition a la staurosporine, démontre une relocalisation de BIK
aux mitochondries, la concentration totale de la protéine restant constante
durant le stress.

Nous avons ensuite congu un modéle mathématique de la voie mitochon-
driale de ’apoptose mettant en jeu les protéines anti-apoptotiques de type
Bcl2, les protéines effectrices de type BAX, les protéines BH3-only activa-
trices et les BH3-only sensibilisatrices. Un ensemble de paramétres a été
déterminé pour les cellules NIH-3T3 parentales, et celles transformées v-src,
en comparant le modéle aux données expérimentales. Le modéle reproduit
le fait, expérimentalement démontré, que la préincubation des cellules v-
src avec un inhibiteur de la tyrosine kinase SRC, avant l'exposition a la
staurosporine, annihile la résistance des fibroblastes transformés au stress
apoptotique. Le modéle prédit que 'administration de ’ABT-737, un inhi-
biteur de protéines anti-apoptotiques, avant 1’exposition & la staurosporine,
ne devrait pas étre entreprise dans notre systéme biologique, ce qui a été
expérimentalement validé.

Enfin, le modéle a été utilisé dans des procédures d’optimisation pour
déterminer la stratégie thérapeutique théoriquement optimale, lorsque les
cellules normales et transformées sont exposées aux mémes médicaments.
Les combinaisons médicamenteuses considérées consistent en une exposition
a la staurosporine, précédée d’une exposition & des répresseurs ou activateurs
d’expression des protéines de la famille Bcl2. La stratégie optimale est définie
comme celle qui maximise le pourcentage de cellules apoptotiques dans les
fibroblastes v-src, sous la contrainte que celui dans les cellules normales reste
au-dessous d’un seuil de tolérabilité.

Les simulations numériques nous permettent de conclure & une combinai-
son médicamenteuse optimale constituée d’une exposition a la staurosporine,
précédée d'une exposition & un répresseur de l'expression de BAX (de ma-
niére & diminuer sa concentration en-dessous du seuil apoptotique dans les
cellules normales, mais pas dans les cellules cancéreuses), combinée a un
répresseur de BCL2 ou un inhibiteur de tyrosines kinases SRC. Cette straté-
gie optimale aboutit & moins d’1% de cellules apoptotiques dans les cellules
saines et plus de 98% dans les cellules cancéreuses.
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Abréviations

— 5-FU : 5-Fluorouracil

— ABC transporter : ATP-Binding Cassette transporter

— ANOVA : ANalysis Of VAriance

— BMAL : Brain and Muscle Aryl hydrocarbon receptor nuclear trans-
locator (ARNT)-Like

— CES : Carboxylesterases

— CPT11 : irinotecan

— CRY : Cryptochrome

— CT : Circadian Time

— CycA : Cycline A

— CYP : Cytochrome

— DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

— FBS : Foetal Bovine Serum

— FDA : Food and Drug Administration

— GOS : Glasgow OSteosarcoma

— GSH : Glutathione

— HALO : Hour After Light Onset

— HPLC : High Performance Liquid Chromatography

— LD : Light-Dark

— LLOQ : Lower Limit Of Quantification

— MME : Membrane Mitochondriale Externe

— NET : Non Eliminating Tissue

— NPAS : Neuronal PAS domain-containing protein

— NSC : Noyaux SupraChiasmatiques

— PBS : Phosphate Buffer Saline

— PER : PERiod

— PD : PharmacoDynamics

— PK : PharmacoKinetics

— PVDF : Polyvinylidene Fluoride

— RE : Reticulum Endoplasmique

— RT-qPCR : Reverse Transcriptase- quantitative Polymerase Chain Reac-
tion

— SN38 : 7-Ethyl-10-hydroxy-camptothecin

— STREP : Specific Targeted REsearch Project

— TOP1 : Topoisomerase 1

— TS : Thymidylate Synthetase

— UGT1A1 : UDP-glucuronosyltransferase 1A1

— ZT : Zeitgeber Time
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Chapitre 1

La Chronothérapeutique des
cancers

1.1 Les Rythmes Circadiens

Les rythmes biologiques d’une période comprise entre 20 et 28 h sont ap-
pelés rythmes circadiens, du latin circa diem, environ un jour. La plupart
des fonctions physiologiques chez les mammiféres présentent une rythmicité
circadienne. C’est par exemple le cas de l'alternance activité-repos, de la
température corporelle, du rythme cardiaque, de la pression sanguine, de
la sécrétion d’enzymes digestives dans le tube gastro-intestinal, de la pro-
duction d’hormones et de protéines du métabolisme ([1]). Cette régulation
circadienne permet une anticipation des besoins énergétiques au cours de
la période de 24 h. Elle contribue ainsi a la gestion optimale de l’énergie
nécessaire au bon fonctionnement de I'organisme.

1.1.1 Le pacemaker circadien : les noyaux suprachiasmatiques

Le systéme circadien est controlé chez les mammiféres par un pacemaker
central situé au niveau de I’hypothalamus dans le cerveau : les noyaux su-
prachiasmatiques (NSC). Les NSC présentent des rythmes endogénes, d’une
période définie par le profil génétique de l'individu, comprise entre 23 et
25 h (|2]). L’endogénéité de ces rythmes est démontrée par leur persistance
lorsque 'individu est soumis & une constante obscurité. Les NSC sont entrai-
nés par des facteurs environnementaux tels que la lumiére, I'activité socio-
professionnel et la prise de nourriture qui recalibrent chaque jour leur période
a 24 h ([1).

1.1.2 L’oscillateur circadien moléculaire

Le pacemaker central que constituent les NSC exerce un controle sous
la forme de différents signaux physiologiques sur les horloges périphériques
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FiG. 1.1: Représentation schématique du systéme circadien Le systéme cir-
cadien est composé de a) un pacemaker central, les noyaux suprachiasmatiques
(NSC) situés dans ’hypothalamus, b) des signaux circadiens générés par les NSC
et ¢) des horloges circadiennes des cellules dans les tissus périphériques. Les NSC
exercent un contrdle sur les horloges périphériques a travers des signaux hormo-
naux, le systéme nerveux sympathique et para-sympathique, ou des cycles de tem-
pérature. Les horloges moléculaires controlent rythmiquement le métabolisme des
médicaments ainsi que le cycle cellulaire, la réparation de ’ADN, ’apoptose et
langiogénése. Figure adaptée de [1]

(Figure 1.1). En effet, chaque cellule nucléée des organes périphériques est
dotée d’une horloge circadienne moléculaire constituée de génes de ’horloge
interconnectés par des boucles de régulation. Ce réseau génique génére, de
par sa structure, des oscillations dans la quantité d’ARN messagers et de
protéines des génes de I'horloge. Ces rythmes induisent ensuite des varia-
tions dans l'expression d’autres génes, en particulier ceux impliqués dans le
métabolisme des médicaments, le cycle cellulaire, la réparation de '’ADN,
I'apoptose et 'angiogéneése ([3]).

Les oscillations circadiennes sont générées par des boucles de rétroaction
soit transcriptionnelles soit post-transcriptionnelles. Les génes de I’horloge
peuvent étre classés en deux catégories. La catégorie positive se compose des
facteurs de transcription BMAL1, CLOCK, et NPAS2, la catégorie négative
des génes cryptochrome (Cry) et période (Per). Les hétérodiméres BMALIL-
CLOCK ou BMAL1-NPAS2 activent la transcription de Cry et Per. Les
protéines CRY et PER s’accumulent alors dans le cytoplasme et forment
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des complexes hétérotypiques qui inhibent ’action des complexes BMALIL-
CLOCK/NPAS2 et répriment ainsi leur propre expression. Cela conduit a
une diminution de la quantité de protéines CRY et PER en-dessous de la
concentration seuil nécessaire a ’autorépression, ce qui déclenche un nouveau
cycle de transcription de Cry et Per (Figure 1.2).

En paralléle, les régulateurs transcriptionnels positifs (BMAL1, CLOCK,
NPAS2) et négatifs (CRY, PER) respectivement activent et répriment la
transcription du récepteur nucléaire orphelin Rev-Erba, et probablement
celle de Rev-Erbs. Les protéines REV-ERBa / 8 répriment ensuite forte-
ment la transcription de Bmall et plus modérément celle de Clock ([4]). Ce
couplage n’est pas nécessaire pour la génération de rythmes mais contribue
a la robustesse de 1’horloge moléculaire. Les protéines NONO et les kinases
CK1e/d jouent le role d’inhibiteur de CRY1/2 tandis que WDR5 inhibe les
protéines PER, ce qui contribue également & la robustesse de 'oscillateur
(Figure 1.2, [3]).

em
.
[

REVo/B —1

CK18/e

0o .

roverss | QD

FiG. 1.2: Modéle simplifié de I’oscillateur circadien chez les mammiféres
L’oscillateur moléculaire est composé d’une partie positive (BMAL1, CLOCK,
NPAS2) et d’'une partie négative (CRY, PER) qui sont interconnectées via le ré-
cepteur nucléaire orphelin REV-ERBa . Figure adaptée de [3].

Il est & noter que le modéle décrit ci-dessus est encore a I’étude. La pos-
sibilité de régulations post-traductionnelles, qui généreraient les variations
circadiennes, est notamment actuellement étudiée ([3]).
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1.1.3 Persistance des rythmes circadiens in vitro

Les cellules mammiféres immortalisées sont dotées d’une horloge circa-
dienne moléculaire qu’il est possible d’étudier en culture. En ’absence de syn-
chroniseurs extérieurs, les millions de cellules qu’une boite de Petri contient
n’oscillent ni avec la méme période, ni avec la méme phase (|5, [6]). La
mesure de ’expression d’un géne sur une telle population non synchronisée
prend donc une valeur constante au cours du temps, qui correspond & la
moyenne des niveaux du géne dans les cellules, chacune étant & un stade
circadien différent.

La synchronisation des cellules par un choc sérique (exposition & une
grande quantité de nutriments [7]), par des substances chimiques ([8]) ou
par des cycles de température (|9]) remet & zéro les horloges moléculaires,
qui oscillent dés lors en synchronie, avec une période d’environ 24 h. La me-
sure de rythmes circadiens dans la population de cellules synchronisées est
alors possible pendant plusieurs jours, les cellules se désynchronisant peu a
peu au cours du temps. L'unité de temps utilisée est alors le CT (Circadian
Time), exprimée en heures apreés le début de la synchronisation.

1.2 Chronotoxicité et chronoefficacité des médica-
ments anticancéreux

L’organisation circadienne de I'organisme entraine des rythmes de l'ef-
ficacité et de la toxicité de nombreux médicaments anticancéreux, selon
leur heure d’administration, dans les modéles pré-cliniques, ainsi que chez
I’'Homme.

1.2.1 Dans les modéles pré-cliniques

Méthodologie pour I’étude de la chronothérapie chez la souris et
le rat

La démonstration expérimentale des changements sur 24 h de la toxicité et
de lefficacité des médicaments anticancéreux implique la synchronisation des
souris ou rats, animaux actifs la nuit, par une alternance de 12 h de lumiére
et 12 h d’obscurité (LD12 :12). Ensuite, la méme dose de médicament est
administrée a différents groupes d’animaux, qui correspondent & différentes
heures circadiennes, aussi appelées temps Zeitgeber (ZT). En général, six
heures circadiennes, espacées de 4 h, sont testées. Le temps est exprimé en
heures ZT ou en heure aprés le début de la lumiére (HALO, Hours After Light
Onset). Des équipements spécifiquement dédiés aux études de chronobiologie
permettent un controle de la lumiére différent pour chaque groupe d’animaux
placé sur différentes étagéres isolées, de sorte que I’étude des stades circadiens
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soit effectuée aux horaires adéquats pour 'expérimentateur ([10], figure 1.3).

FiG. 1.3: Dispositifs pour études de chronobiologie chez la souris

Chronotoxicité des traitements anticancéreux

La tolérance a au moins 40 agents anticancéreux est modifiée par ’heure
circadienne d’administration, chez la souris ou le rat ([1]). La survie et la
perte de poids maximale dues & I'administration d’une dose potentiellement
létale de chacun de ces médicaments varie d’un facteur 2 & 10 selon I’heure
d’injection. Ces larges différences sont observées indépendamment du mode
d’administration - oral, intraveineux, intra-peritonéal ou intra-artériel- et du
nombre ou de la fréquence des administrations (|3]).

La figure 1.4 présente les heures de moindre toxicité et le bénéfice de ’ad-
ministration chronomodulée pour 16 médicaments anticancéreux chez la sou-
ris male B6D2F1 (femelle C57BL /6 x male DBA2), synchronisée en LD12 :12
([1]). Les temps optimaux d’administration sont répartis sur la période de
24h et ne peuvent pas étre prédits par 'appartenance & une classe pharma-
cologique ou par les principaux organes cibles de toxicité des médicaments.

Les variations circadiennes de la tolérabilité aux agents anticancéreux per-
sistent chez ’animal exposé & une constante lumiére, ou & une constante obs-
curité, ce qui démontre leur endogénéité (|11]). De plus, les agents chimiothé-
rapeutiques administrés de fagon combinée présentent une heure de moindre
toxicité proche de celle observée lorsqu’ils sont administrés seuls. Ceci fut
notamment démontré pour les combinaisons doxorubicin-cisplatin chez le
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rat, irinotecan-oxaliplatin et gemcitabine-cisplatin chez la souris B6D2F1,
et docetaxel-doxorubicin chez la souris C3H/He (|1]). Le contrdle circadien
des déterminants de la chronotoxicité des agents anticancéreux semble donc
persister aprés I’exposition au premier médicament, du moins lorsque celui-ci
est donné & son heure de meilleure tolérabilité.

Antimetabolites
Gemcitabine
L-alanosine

Topoisomerase inhibitors

@ Irinotecan

A Mitoxantrone

@ Etoposide

Intercalating agents

@ Theprubicin

Alkylating agents
Peptichemio
Cisplatin
Carboplatin
Oxaliplatin

Nitrosoureas or related

@ Mitomycin-C

@ Cystemustin

Mitotic spindle poisons

@ Docetaxel

A Vinorelbine

Cytokines

@ Interleukin-2

Small kinase inhibitors

@ Seliciclib

FiG. 1.4: Influence du temps circadien sur la toxicité des médicaments an-
ticancéreux. Le diagramme montre la chronotolérance a 16 agents anticancéreux,
étudiée chez des souris males B6D2F'1, synchronisées en LD12 :12. Les pictogrammes
sont placés sur le cercle & 'heure de meilleure tolérabilité (de 0 & 24 heures aprés
le début de la lumiére (HALO)); a une distance du centre du cercle correspondant
au bénéfice de survie entre I’heure optimale et la pire heure d’administration (com-
pris entre 0 et 200%). Le rythme circadien moyen de la température corporelle est
tracé dans le cercle interne, et est utilisé comme biomarqueur endogéne du systéme
circadien. Figure adaptée de [1]

Chronoefficacité des traitements anticancéreux

L’administration chronomodulée affecte I'efficacité antitumorale d’au moins
28 médicaments anticancéreux chez le rat ou la souris, porteurs de divers
types de cancers. La chimiothérapie optimalement dosée et chronomodulée
divise au moins par deux la vitesse de croissance tumorale, et augmente signi-
ficativement la survie des souris porteuses de tumeurs ([1]). La démonstration
de cette chronoefficacité est basée sur 'administration durant plusieurs jours
ou semaines, d’un seul médicament, ou d’une combinaison d’au plus 4 agents,
aux heures circadiennes stipulées ([12]).
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La chronoefficacité des agents anticancéreux résulte de différents rythmes
circadiens de I’hdte ou de la tumeur ([1]). Tout d’abord, une variation circa-
dienne de ’absorption du médicament dans la tumeur a été démontrée chez
le rongeur pour le methotrexate, I'interféron « et le seliciclib . Ensuite, la
pharmacodynamie dans la tumeur peut présenter une rythmicité circadienne
se traduisant par des variations de la distribution des phases du cycle cellu-
laire, des concentrations des protéines cibles (TS pour le 5-FU, TOP1 pour
l'irinotecan), et de la quantité de récepteurs (interferon a/f3). Le facteur de
croissance endothélial vasculaire (VEGF) présente également une expression
rythmeée chez les souris porteuses du sarcome 180. Son expression maximale &
Z'T2 correspond a I’heure de meilleure efficacité antitumorale de trois agents
anti-angiogéniques.

La disruption de I'horloge circadienne est cependant fréquemment observée
dans les populations de cellules cancéreuses, notamment dans des tumeurs
a croissance rapide, ou & un stade avancé de leur évolution ([1]). La trans-
cription du géne Clock n’est plus circadienne dans les tumeurs GOS & un
stade avancé, ou dans les adénocarcinomes pancréatiques P03. Aucune orga-
nisation circadienne n’est observée dans les cellules en phase S des tumeurs
GOS ou dans les carcinomes mammaires MA13C. L’expression de la pro-
téine anti-apoptotique BCL2 est constante dans les MA13C ; de méme pour
la concentration de GSH dans les P03 (|1]).

Néanmoins, la chronoefficacité des agents anticancéreux demeure robuste
dans ces modéles expérimentaux. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que
le systéeme circadien de I’hote soit a 'origine des variations circadiennes de
lefficacité dans la tumeur. Une autre hypothése consiste a dire que 1’expo-
sition aux médicaments & certaines heures circadiennes induirait une remise
& zéro des horloges circadiennes moléculaires dans la tumeur, et donc une
synchronisation, ce qui augmenterait 'efficacité antitumorale.

Le schéma circadien d’administration optimale pour la chronoefficacité
coincide généralement avec celui pour la chronotolérance ([1]). Ceci est ex-
périmentalement vérifié pour les combinaisons thérapeutiques irinotecan-
oxaliplatine, gemcitabine-cisplatine, et docetaxel-doxorubicine, trois traite-
ments fréquemment utilisés en clinique ([1]). L’explication de cette concor-
dance est encore a 1’étude. Une possibilité serait que I’heure circadienne
d’administration induisant la plus faible toxicité induise également la plus
faible accumulation intracellulaire dans les tissus sains, du fait des rythmes
circadiens des transporteurs d’efflux par exemple. Ainsi, la concentration de
médicament circulant dans le sang serait plus élevée et les cellules cancé-
reuses, qui en général présentent peu de rythmes, seraient donc exposées a
une plus forte dose.
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Ainsi, les études chronothérapeutiques sur des modéles pré-cliniques concluent

en faveur d’un intérét de la chronomodulation circadienne pour ’améliora-
tion des traitements anticancéreux, ce qui a été étudié chez I’Homme.

1.2.2 En clinique

Plus d’une centaine d’essais clinique de phase I et II ont étudié la chrono-

thérapeutique des cancers chez des patients atteints de cancers avancés ou
métastatiques. Des études randomisées de phase IIT ont comparé les schémas
d’administration chronomodulés & des protocoles administrés indépendam-
ment du temps circadien. Cependant, le patient et les institutions hospita-
liéres controlent de fagon implicite, les traitements non-chronomodulés, par

leur propre rythme circadien ([1]). L’administration constante d’'un médica-

ment durant un multiple de 24 h n’est, au contraire, pas influencée par le
temps circadien et constitue, de ce fait, un excellent modéle pour la compa-
raison avec les schémas de chronothérapeutique.

Technologies d’administration chronomodulée en clinique

La conception de pompes programmables & plusieurs canaux a permis le

développement clinique de la chronothérapeutique des cancers. Ces pompes
délivrent plusieurs médicaments, selon des schémas préalablement program-

més par ordinateur (administration constante, semi-sinusoidale, linéairement
croissante ou décroissante). Elles permettent ainsi un traitement en dehors

du milieu hospitalier, qui nécessite peu de soins médicaux et infirmiers.

est la pompe IntelliJec

La premiére pompe & avoir été développée pour la chronothérapeutique
tTM (Aguettant, Lyon, France) qui contient quatre

réservoirs de 30 mL. Elle a servi pour ’administration du premier schéma
5-FU-leucovorin-oxaliplatin, permettant ainsi la démonstration de la sureté
et de l'efficacité de cette chimiothérapie chronomodulée. L’approbation par
I’Union Européenne et I’Amérique du Nord de la pompe IntelliJect a permis
son utilisation pour les chimiothérapies conventionnelles et pour I'évaluation

de I'administration chronomodulée de 5-FU-leucovorin-oxaliplatin (chrono-
FLO) lors d’essais cliniques internationaux.

Les pompes Mélodie? (Aguettant, Lyon, France) constituent une se-

conde génération. Elles présentent de meilleures performances en terme d’au-
tonomie d’énergie, de capacité de réservoirs, de rapidité de programmation,

et de flexibilité dans les schémas programmés (Figure 1.5). Ces pompes per-

mettent également une sauvegarde informatique de I'historique des proto-
coles administrés et des données du patient. Enfin, un dispositif de pompes
pré-programmeées, a usage unique, est également disponible et approuvé par
I’Union Européenne. Bien que prétes a l'emploi, ces pompes jetables ont
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Fic. 1.5: La pompe MélodieTM

un désavantage écologique évident, ainsi qu’un manque de flexibilité dans
les profils d’administration. Les pompes Mélodie”™ | ainsi que les pompes &
usage unique, sont actuellement utilisées dans les pratiques hospitaliéres en
oncologie et lors d’essais cliniques multicentriques ([1])

Les médicaments & prise orale semblent également tirer partie de la chro-
nomodulation. En effet, les fluoropyrimidines orales (prodrogues orales du
5-FU) semblent étre mieux tolérées lorsque leur exposition systémique a lieu
la nuit ([1]). Cependant, I’administration nocturne, lorsque le patient dort,
requiert le développement et 'utilisation de dispositifs spécifiques. De nou-
veaux systémes d’administration oraux, dits pulsatifs, libérent le principe
actif du médicament un laps de temps prédéterminé aprés l'ingestion et ont
prouvé leur intérét dans le cas de la chronothérapeutique ([1]).

Chronotolérance et chronoefficacité chez les patients cancéreux

La plupart des essais cliniques multicentriques compare, de fagon rando-
misée, un schéma, chronothérapeutique & une infusion constante mettant en
jeu les mémes doses de médicaments, sur la méme durée de traitement.

37



Deux essais randomisés internationaux de phase IIT ont comparé le schéma
d’administration chronomodulée chronoFLO5 & un schéma constant équi-
valent, chez 278 patients atteints de cancer colorectal métastatique (|[1]).
Le schéma ChronoFLOb5 consiste en 'administration durant 5 jours consé-
cutifs d’oxaliplatine, de 5-FU et de leucovorine, chaque médicament étant
infusé suivant une courbe en cloche d’une durée de 11.5 h, qui atteint son
maximum & 16 h pour loxaliplatine et 4 h du matin pour le 5-FU et la
leucovorine (Figure 1.6). Ces heures circadiennes ont été adaptées d’études
expérimentales chez la souris male (|3]). L’autre cohorte de patients a regu
les mémes doses des trois agents thérapeutiques de facon constante durant 5
jours. L’administration chronomodulée a réduit I'incidence des mucites (i.e.
inflammation des muqueuses digestives, notamment orales) de grade 3-4 par
un facteur 5, et celle des neuropathies sensorielles périphériques (i.e. engour-
dissement /sensations de brillure des bouts des doigts des pieds et des mains)
d’un facteur 2. Le plus important essai clinique montre aussi une division
par 3 du nombre d’hospitalisations dues aux effets toxiques du traitement,
avec le schéma chronomodulé ([1]).

Leucovorine
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Fic. 1.6: Schéma d’Administration Chronomodulée ChronoFLO5 Le
schéma consiste en 'administration durant 5 jours consécutifs d’oxaliplatine, de
5-FU et de leucovorine, chaque médicament étant infusé suivant une courbe en
cloche d’une durée de 11.5 h, qui atteint son maximum & 16 h pour l'oxaliplatine
et 4 h du matin pour le 5-FU et la leucovorine.

Dans ces deux essais cliniques, le pourcentage de patients dont les méta-
stases ont régressé de plus de 50 % était de 29% pour la perfusion constante
et 51% pour 'administration chronomodulée. Cependant, les taux de sur-
vie des deux cohortes de patients n’étaient pas significativement différents.
Un troisiéme essai randomisé a comparé ’administration chronomodulée des
mémes trois médicaments durant 4 jours (chronoFLO4) avec un schéma d’ad-
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ministration conventionnel constant sur 2 jours (FOLFOX2) chez 564 pa-
tients atteints de cancers colorectaux métastatiques. Le taux de survie suite
aux deux régimes d’administration étaient identiques, cependant, le risque
de mort précoce sous chronoFLO4 était significativement augmenté de 38%
chez les femmes et diminué de 25% chez les hommes, comparé au traitement
conventionnel ([1]).

Une récente méta-analyse des trois essais cliniques décrits ci-dessus confirme
que la perfusion chronomodulée des trois médicaments produit une efficacité
similaire ou moins grande, comparée aux schémas conventionnels chez les
femmes. En revanche, chez les hommes, les traitements chronoFLO aug-
mentent significativement la réponse tumorale, ainsi que le taux de survie,
comparé aux schémas constants ([13]). Cette influence du genre sur la chro-
nothérapeutique pourrait s’expliquer par des différences entre hommes et
femmes au niveau des profils circadiens des expressions géniques. Une autre
hypothése actuellement étudiée consiste & dire que la toxicité sévére chez les
femmes entrainerait une disruption circadienne qui annihilerait le bénéfice
de la chronothérapie. En effet, l'occurrence de toxicités graves est supérieure
de 20 & 50% chez les femmes. De plus, des études préliminaires montrent
que les traitements antitumoraux peuvent perturber le rythme d’activité-
repos des patients, et cette perturbation est associée a des effets secondaires
importants.

Cette méta-analyse met en lumiére le besoin de schémas chronomodulés
adaptés au profil moléculaire du patient ou de la classe de patient (hommes
et femmes, par exemple). Nous proposons ici une approche pluridisciplinaire
mathématique et expérimentale pour la personnalisation de la chronothéra-
peutique des cancers.

1.2.3 Modélisation mathématique pour la personnalisation
des traitements chronomodulés

Les schémas d’administration chronomodulés actuellement utilisés en cli-
nique ont été développés a partir de résultats chez la souris B6D2F1 maéle
et semblent présenter un bénéfice thérapeutique pour les patients de sexe
masculin. Cependant, les recherches cliniques montrent que chaque patient
présente des rythmes circadiens différents, qui influencent leur réponse a la
chronothérapeutique.

Les rythmes circadiens de chaque patient peuvent étre mesurés par des
méthodes non-invasives telles que ’enregistrement de 1'activité-repos, ou le
dosage du cortisol dans des prélévements salivaires & intervalles réguliers sur
24 h ([1]). Les rythmes moléculaires de chaque patient peuvent étre déter-
minés ex vivo en utilisant des fibroblastes provenant de biopsies de la peau,
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dans lesquels la rythmicité persiste plusieurs heures aprés prélévement. Les
variations circadiennes de ’expression de Bmall ont ainsi été mesurées par
luminescence aprés transfection des cellules avec un rapporteur lentiviral
Bmall-luciferase ([14]).

Nous proposons ici une approche de personnalisation des chronothérapies,
au niveau moléculaire, qui combine a la fois des moyens expérimentaux et
mathématiques. Le principe consiste en la conception de modéles mathéma-
tiques qui seraient calibrés pour chaque patient, ou classe de patients, sur
leurs rythmes circadiens des variables biologiques pertinentes. L’utilisation
d’algorithmes d’optimisation permettrait ensuite 1’élaboration des schémas
d’administration optimisés pour le patient, et donc personnalisés.

La conception des modéles mathématiques est possible & partir d’études
préliminaires en cultures de cellules et sur des modéles pré-cliniques. La
détermination des biomarqueurs & mesurer chez le patient est une étape es-
sentielle nécessaire a cette approche. En effet, les modéles mathématiques
ainsi congus contiennent un grand nombre de paramétres, représentant des
vitesses de réactions moléculaires et des rythmes circadiens de génes et pro-
téines. Seuls quelques uns de ces paramétres pourront étre mesurés chez le
patient. La modélisation constitue alors un outil d’investigation des variables
biologiques ayant un réle prédominant dans la réponse circadienne aux mé-
dicaments, pour chaque patient, ou classe de patients.

Nous proposons une preuve de concept in vitro de cette approche com-
binée expérimentale et modélisatrice (chapitre 2), qui a été adaptée pour
la souris (chapitre 3), et a vocation a étre transposée pour ’Homme. Nous
nous sommes focalisé sur 'optimisation de 'administration chronomodulée
du médicament anticancéreux irinotecan.

1.3 Le médicament anticancéreux Irinotecan

1.3.1 Découverte et usage clinique de I’'Irinotecan

Cette thése se focalise sur I’étude du médicament anticancéreux irinotecan
(ou CPT11) et a pour but d’optimiser son administration par une approche
combinant la modélisation mathématique et I’expérimentation biologique.

Le CPT11 est approuvé cliniquement depuis 1994 pour le traitement du
cancer colorectal. Il fait partie de la famille des camptothécines, dont le prin-
cipe actif provient de 'arbre chinois Camptotheca acuminata decne ([15]).
D’autres médicaments anticancéreux sont dérivés de la méme molécule, tels
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que le topotecan, utilisé dans le traitement du cancer du sein, ou le 9-
aminocamptothecin.

FiGc. 1.7: Arbre Camptotheca acuminata decne. Le principe actif de l'irinote-
can est extrait de cet arbre chinois.

L’administration chez la souris d’irinotecan est responsable de toxicités
parfois sévéres pour les systémes hématologique et digestif. Ces effets non
désirés surviennent également chez I’Homme. Les patients traités par irinote-
can peuvent aussi présenter une asthénie (i.e. fatigue physique), qui interfére
avec leur qualité de vie. La survenue de ces effets secondaires conduit a ré-
duire les doses d’irinotecan, ou a augmenter les intervalles entre les cycles de
chimiothérapie, ce qui est évidemment préjudiciable a 'efficacité du traite-
ment. L’amélioration de la tolérance a 'irinotécan constitue ainsi un objectif
important qui reste d’actualité dans le traitement des cancers, notamment
de la sphére digestive.

1.3.2 La pharmacocinétique-pharmacodynamie moléculaire
de l'irinotecan

La pharmacocinétique (PK) est "ce que I'organisme fait au médicament",
c’est-a~-dire comment il le métabolise, ou le transporte par exemple. La phar-
macodynamie (PD) est "ce que le médicament fait & ’organisme", en d’autres
termes les dommages & ’ADN et la cytotoxicité qu’il induit. Nous décrivons
ici les voies moléculaires de la PK-PD de l'irinotecan.
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Pharmacodynamie : ’irinotecan est un inhibiteur de la topoisomé-
rase 1

La topoisomérase 1 (TOP1) est une enzyme naturellement présente dans
toutes les cellules nuclées. Sa fonction consiste & relaxer les molécules d’ADN
sur-enroulées ([16]). En effet, les mécanismes parcourant ’ADN tels que ceux
impliqués dans la transcription ou la réplication peuvent augmenter la ten-
sion exercée sur les brins d’ADN. La TOP1 se fixe sur ’ADN et coupe un
brin de fagon transitoire. Celui-ci peut alors effectuer une rotation autour de
la molécule d’ADN. Ensuite, la TOP1 se dissocie, permettant ainsi la recon-
nection du brin coupé. Il est & noter que la quantité de TOP1 reste constante
au cours du cycle cellulaire, dans des cultures de cellules non-synchronisées
proliférantes ([17]).

L’irinotecan agit en se liant & la TOP1 pour former des complexes CPT11/TOP1/ADN

qui ont une plus longue durée de vie que ceux TOP1/ADN. Ces complexes
ternaires restent cependant réversibles et peuvent se dissocier spontanément
([16]). Des collisions entre les complexes CPT11/TOP1/ADN et les méca-
nismes parcourant 'ADN, tels que ceux impliqués dans la transcription ou
la réplication, entrainent la formation de dommages & I’ADN irréversibles.
Ces dommages prennent la forme de cassures simple- ou double-brin, qui
déclenchent les processus de réparation de '’ADN, I'arrét du cycle cellulaire,
et méne possiblement & la mort cellulaire par 'apoptose (|16]).

Le CPT11 semble étre capable d’augmenter ’activité de la TOP1 par
le biais de la protéine SUMO1 qui exerce une activité catalytique sur la
formation de complexes TOP1/ADN ([18], [19]).

Pharmacocinétique : métabolisme et transport

Le CPT11 est une prodrogue qui est activée en son métabolite actif le SN38
par les enzymes carboxylesterases (CES) ([|20]). L’activité cytotoxique du SN-
38 est de 100 a 1000 fois plus élevée que celle du CPT11 ([21], [22]). Le SN38
est désactivé en SN38G par glucuronidation sous 'action de 'UGT1A1 prin-
cipalement, ainsi que d’autres enzymes UGT1A (|23, 24]). La réaction inverse
est catalysée par la 8 — glucuronidase et ne se produit que dans les lignées
de cellules cancéreuses qui expriment ’enzyme, et dans 'intestin ou celle-ci
est produite par la microflore bactérienne([25]). Le CPT11 est converti en
deux autres métabolites, APC et NPC, sous I'action des cytochromes P450
3A4/3A5. Seul NPC est activé en SN38 par les carboxylesterases ([20]).

Le CPT11 et le SN38 existent sous forme lactone ou carboxylate, selon
le pH de la solution ([26]). Un pH acide favorise la formation de la forme
lactone, alors qu’un pH alcalin favorise celle de la forme carboxylate. La
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Cell Menrbrane

FiGc. 1.8: Représentation schématique de la PK-PD moléculaire de 1’iri-
notecan L’irinotecan entre passivement dans les cellules et est bioactivé en SN38
par les CESs. Il est également métabolisé en APC et NPC, seul NPC pouvant
étre transformé en SN38. Le SN38 est ensuite désactivé en SN38G par les enzymes
UGT1As. L’irinotecan et ses métabolites sont transportés activement vers le milieu

extracellulaire par ABCB1, ABCC1,ABCC2 et ABCG2.

forme carboxylate présente une activité antitumorale moins élevée que la
forme lactone (|27, 28]).

L’absorption du CPT11 vers le milieu intracellulaire semble se faire par
diffusion passive a travers la membrane cellulaire, comme le suggére ’absence
de saturation, pour les concentrations élevées, de ’accumulation intracellu-
laire pendant 10 min d’exposition (|29, 30]). L’absorption cellulaire du SN38
semble passive pour la forme carboxylate, et possiblement médiée par des
mécanismes actifs a bas pH, lorsque la forme lactone est prédominante (|16]).

Le CPT11 et ses métabolites sont activement pompés de l'intérieur vers
Iextérieur des cellules par des transporteurs de la famille ABC (ATP-Binding-
Cassette). Les transporteurs impliqués dans l'efflux de 'irinotecan sont prin-
cipalement ABCB1 (Pgp), ABCC1 (MDR1), ABCC2 (MDR2) et ABCG2
(BCRP). Plus précisément, le CPT11 est préférentiellement transporté par
ABCB1, ABCC1 et ABCC2; SN38 par ABCG2, ABCC1 et ABCC2; et
SN38G par ABCC2 et ABCG2 ([31],[32]).
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Rythmes circadiens des génes impliqués dans la PK-PD de lirino-
tecan

Des variations circadiennes de plusieurs génes impliqués dans la PK-PD
du CPT11 ont été observées chez la souris et en culture de cellules. Ainsi, les
cytochromes P450 présentent une rythmicité circadienne dans leur expression
génique, protéique et leur activité enzymatique (|33, 34, 35]). L’expression
des carboxylesterases 1 et 2 présente une variation circadienne contrélée a
la fois directement par I’horloge circadienne et par les génes rythmiques
DBP, TEF et HLF, dans le foie et le tractus gastro-intestinal ([35, 36, 37]).
L’enzyme de désactivation ugtial présente des rythmes, possiblement induits
par la protéine CAR ([38, 39]). Les transporteurs d’efflux abcbla, abcb1b et
abce? varient rythmiquement dans le foie et I'iléon de la souris (|40, 33, 41],
Okyar et al., submitted).

Enfin, la TOP1, cible de l'irinotecan, présente des rythmes circadiens dans
son expression génique et protéique chez la souris et en cultures de cellules
(|42, 43, 101]). Ces oscillations semblent induites directement par le complexe

dimeérique CLOCK/BMALL1 ([44]).

Ces rythmes circadiens observés au niveau moléculaire se traduisent par
des variations de toxicité et d’efficacité de I'irinotecan, selon son heure d’ad-
ministration, que nous décrivons ci-apreés.

1.3.3 Chronotoxicité et chronoefficacité de 1’irinotecan
Chez la souris

Des études réalisées chez la souris méle B6D2F1 dans notre laboratoire ont
montré une rythmicité circadienne de tous les critéres de toxicité de 'irino-
técan : mortalité, perte de poids, neutropénie, et lésions intestinales coliques.
Ainsi, 'administration du médicament, seul ou combiné a ’oxaliplatine est
mieux tolérée en fin de phase de repos, a ZT11, chez la souris porteuse ou
non de tumeur GOS (|45, 46]). Une chronotolérance similaire a été observée
chez des souris méles ICR par une équipe japonaise qui montre une leucopé-
nie moitié moindre aprés injection intrapéritonéale & ZT10 en comparaison

de ZT22 (|43)).

Chez des souris méales B6D2F1 porteuses de tumeur GOS, 'administration
de l'irinotecan seul ou en combinaison avec ’oxaliplatine s’est montrée plus
efficace & ZT7 ou ZT11 ([46]). Au contraire, chez des souris méles ICR por-
teuses d’un sarcome S-180, I’activité antitumorale de 'irinotécan s’est révélée
supérieure chez les souris traitées a ZT22 en comparaison de celles traitées
a ZT10 ([42]). Cette différence de chronoefficacité pourrait s’expliquer par le
fait que le sarcome S-180 est une tumeur a croissance lente contrairement aux
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tumeurs GOS qui proliférent rapidement. Ces différences de taux de crois-
sance pourraient étre & l'origine des différences de chronochimiosensibilité
observées, comme cela a été théoriquement démontré dans une étude récente
([47]). Dans le sarcome S-180, I'expression du géne Topl est rythmée, avec
un maximum observé a ZT22, ce qui pourrait également expliquer 'activité
antitumorale plus élevée a cet horaire.

Chez le patient cancéreux

D’aprés les données rapportées chez les souris méales B6D2F1, la meilleure
tolérance & ce médicament se situe en fin de phase de repos. L’extrapolation
de ces résultats & ’'Homme a conduit & la conception d’un schéma chrono-
modulé d’une durée de 6 h, administré de fagon sinusoidale de 2 :00 & 8 :00
h, avec un pic & 5 :00 h.

Ce schéma chronomodulé a été administré en monothérapie a la dose de
350 mg/m?, & des patients atteints de cancer colorectal, dans une étude
pilote ([48]), puis dans une étude randomisée, en comparaison avec une ad-
ministration conventionnelle de 30 min, vers 10 :00 h du matin ([49]). Ces
deux études, sur des effectifs réduits (30 et 36 patients, respectivement) ont
indiqué une tolérance apparemment meilleure de ’administration chrono-
modulée, ainsi que des différences importantes de pharmacocinétique et de
biotransformation, selon la modalité d’administration ([1]).

L’administration chronomodulée d’irinotécan a ensuite été combinée &
chronoFLO4 par voie intraveineuse dans deux essais cliniques et par voie
intra-artérielle hépatique dans une étude pilote et dans un essai européen
multicentrique en cours (OPTILIV07). Le protocole chronolFLO par voie
veineuse a associé l'irinotecan, au 5-FU-leucovorine et oxaliplatine chez 70
patients dont la tumeur était devenue résistante aux chimiothérapies conven-
tionnelles. Les résultats ont montré la possibilité de controle tumoral efficace
et durable chez ces patients, et ce avec une tolérance hématologique apparem-
ment meilleure que celle obtenue lorsque cette quadrithérapie était adminis-
trée de fagon conventionnelle (|50, 51]). Ce schéma éventuellement combiné a
I’administration de cetuximab a fait I’'objet de plusieurs études cliniques dont
les résultats montrent une excellente activité antitumorale et une bonne tolé-
rance en particulier hématologique ([52],Garufi-communication personnelle).

1.3.4 Résistance acquise a I’Irinotecan

L’exposition au CPT11 peut déclencher des mécanismes de résistance des
cellules. Ces mécanismes incluent la modification de la pharmacocinétique
du CPT11, qui a pour conséquence une réduction de son accumulation in-
tracellulaire, et donc de son efficacité. La dégradation de la TOP1, qui est la
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cible du médicament, est aussi augmentée en réponse au médicament dans
certaines lignées de cellules.

Surexpression des transporteurs ABC

Le phénoméne de résistance multiple aux médicaments, ou multirésistance,
se produit en réaction a I’administration de chimiothérapies. Il est caractérisé
par la résistance simultanée des cellules cancéreuses a la plupart des agents
antitumoraux. Un mécanisme moléculaire pouvant étre & 'origine de cette
résistance consiste en I'augmentation induite par le médicament de ’expres-
sion des transporteurs ABC, qui pompent les molécules en dehors des cellules
(|82]). La surexpression de ces transporteurs d’efflux empéche I’accumulation
des agents anticancéreux dans le milieu intracellulaire, diminuant ainsi leur
efficacité.

Le CPT11 et ses métabolites sont des substrats de plusieurs transporteurs
ABC. L’exposition au CPT11 ou au SN38 induit une surexpression des trans-
porteurs ABCB1 et ABCG2 dans des lignées de cellules cancéreuses et dans
les tissus tumoraux chez le patient (|83, 84, 85]). Un mécanisme moléculaire
possible menant & I'induction des transporteurs ABC pourrait consister en
I’activation, par les dommages & I’ADN dus au CPT11, de facteurs nucléaires
capables de promouvoir ’expression des transporteurs ABC. En effet, les cas-
sures double-brin résultant de I'exposition au CPT11 entrainent ’activation
du facteur nucléaire NF-xB dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses
(|86, 87, 88]). En outre, NF-xB activé augmente l’expression de ABCBI1
(189, 90]). De fagon similaire, les stress chimiques activent le facteur NRF-2
qui est capable de promouvoir I'expression de ABCG2, ABCC1 et ABCC2
(191, 92, 93, 94]).

Dégradation de la TOP1

La dégradation protéasomale de la TOP1 induite par ’exposition au CPT11
se produit dans un grand nombre de lignées de cellules saines mais n’est pas
ou peu présente dans les cultures de cellules cancéreuses (|53, 54]). Les études
in vitro suggérent que la différence de taux de dégradation de la TOP1 aurait
lieu en aval de la formation de complexe réversible sur 'ADN (]53]). Cette
induction de la dégradation de la TOP1 n’affecte pas l'activité antitumorale
du CPT11 dans des cellules de myélomes multiples ([54]).

Ces résultats in vitro sont cohérents avec ceux obtenus dans un essai cli-
nique incluant des patients atteints de tumeurs solides ou de leucémies et
traités par 9-aminocamptothecin (|55, 56]). Durant la perfusion du médi-
cament, les cellules sanguines périphériques normales prélevées chez les pa-
tients avec des tumeurs solides présentaient une dégradation de la TOPI,
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alors que la quantité de protéines de TOP1 était inchangée dans les cellules
leucémiques prélevées chez patients atteints de leucémie.
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Chapitre 2

Optimisation de ’exposition
circadienne de cultures de

cellules Caco-2 a l'irinotecan

2.1 Motivations

2.1.1 Preuve de concept in vitro

Cette partie présente une preuve de concept in vitro de ’approche combi-
née mathématique et biologique que nous proposons pour la personnalisation
de la chronothérapeutique de l'irinotecan. La PK-PD moléculaire du médi-
cament est ici modélisée et étudiée expérimentalement en culture de cellules,
dans le but d’optimiser ’exposition chronomodulée au médicament.

L’irinotecan s’avére & la fois toxique pour la muqueuse du colon, et effi-
cace contre les adénocarcinomes colorectaux. Ainsi, nous avons choisi pour
cette étude in wvitro la lignée de cellules cancéreuses Caco-2, qui sont des
cellules épithéliales coliques humaines. Les cellules Caco-2 constituent un
modéle bien établi pour I’étude de 'activité des médicaments & la fois sur la
physiologie du colon sain, et sur les tumeurs colorectales. De plus, il a précé-
demment été montré que les cellules Caco-2 expriment les génes de I’horloge
([60]). Nous avons choisi d’étudier la PK-PD de l'irinotecan sur des cellules
quiescentes pour s’affranchir, dans un premier temps, de toute influence du
cycle cellulaire sur la réponse circadienne au médicament.

2.1.2 Mise en oeuvre de ’approche combinée

Un modéle mathématique a, tout d’abord, été construit a partir des don-
nées de la littérature sur la PK-PD de l'irinotecan dans les cellules Caco-2.
Il est constitué d’un systéme d’équations différentielles ordinaires. Les réac-
tions chimiques sont modélisées, pour la plupart, par la loi d’action de masse,
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ou par la cinétique de Michaelis-Menten pour les réactions enzymatiques (cf.
chapitre 5). A chaque réaction sont associés un ou plusieurs paramétres qui
représentent les vitesses de réaction ou les rythmes circadiens des protéines
impliquées.

Les valeurs de ces paramétres sont & déterminer pour notre lignée de cel-
lules Caco-2. Nous avons donc congu et réalisé des expériences en culture
de cellules spécifiquement dédiées & la détermination de ces valeurs de para-
meétres. La modélisation mathématique guide ainsi le choix des expérimen-
tations.

Les paramétres sont ensuite estimés a partir des résultats biologiques ob-
tenus, par une méthode de bootstrap décrite au chapitre 5. Le modéle ma-
thématique, ainsi calibré, tend a décrire & la fois qualitativement et quanti-
tativement la PK-PD moléculaire de l'irinotecan dans notre lignée de cellules
Caco-2. En particulier, il simule la réponse des cellules a différents schémas
d’exposition au médicament.

L’utilisation d’algorithmes d’optimisation appliqués au modéle permet en-
suite de déterminer les schémas d’exposition & l’irinotecan, théoriquement
optimaux pour les cellules Caco-2.

2.2 Le modéle mathématique de la PK-PD molé-
culaire du CPT11

Le modéle de la PK-PD du CPT11 décrit les voies moléculaires ayant
lieu dans une population de cellules exposée au médicament. Le systéme
biologique modélisé consiste en 1 million de cellules quiescentes, adhérentes
au fond d’une boite de Petri et recouvertes par le milieu de culture. Nous
nommons V,,; le volume de ce milieu extracellulaire et le fixons & 2.5.1073 L.
Vin est le volume intracellulaire, égal au volume d’une seule cellule, multiplié
par le nombre de cellules, ici 1 million. Le volume moyen d’une cellule a été
expérimentalement déterminé a 8.107'2L pour les Caco-2 (cf. chapitre 6).
Vi, est donc égal a 8.1076L.

Le modéle mathématique calcule pour chaque schéma d’exposition, la cy-
totoxicité qu’il induit dans les cellules. L’activité de l'irinotecan est ici éva-
luée par la variable mathématique Icompl qui représente la concentration
de dommages & ’ADN irréversibles. En effet, cette quantité est expérimen-
talement corrélée & la cytotoxicité du médicament & la fois in vitro dans une
dizaine de lignées de cellules, et in vivo (|61, 62, 63]). Cette corrélation a
également été montrée pour d’autres médicaments anticancéreux, tels que
I'oxaliplatine (|64]).
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Les variables mathématiques représentent des concentrations dans le com-
partiment extracellulaire, ou des concentrations intracellulaires moyennées
sur la population de cellules. Elles sont exprimées en g M (=umol.L~1). En
voici une description détaillée :

— [CPTyy]= concentration extracellulaire de CPT11.
— [CPT;,]= concentration intracellulaire de CPT11.
— [CES] =concentration de carboxylestérases.
— [SNout]= concentration extracellulaire de SN38.
— [SNin]= concentration intracellulaire de SN38.
— [UGT]= concentration d’enzymes UGT1As.
— [SNGgyt]= concentration extracellulaire de SN38G.
— [SNG,y]|= concentration intracellulaire de SN38G.
- ABC CPT,ABC _SN= concentrations des transporteurs d’eflux du
CPT11 et du SN38.
— [DN A¢yce— concentration d’ADN libre (i.e. non compléxé avec la TOP1)
— [TOP1]= concentration de TOP1I.
— [DNA/TOP1]= concentration de complexes binaires DNA /TOP1.
— [Compl]= concentration de complexes ternaires DNA/TOP1/SN38.
— [Icompl]= concentration de dommages irréversibles & ’ADN (cassures
simple- et double-brin).

Les voies moléculaires de la PK-PD de l'irinotecan dans les cellules Caco-
2 ont, tout d’abord, été modélisées & partir des données biologiques de la
littérature.

2.2.1 Modélisation de la pharmacocinétique

Nous détaillons ici la modélisation du transport et de la métabolisation
du CPT11 par les cellules.

L’absorption du CPT11, du SN38 et du SN38G par les cellules est sup-
posée passive puisque ces molécules sont majoritairement sous leur forme
carboxylate au pH des expériences (pH 7.8) (|29, 30]). Elle est modélisée
comme une diffusion & travers la membrane cellulaire, de 'extérieur vers
I'intérieur des cellules (cf. chapitre 5).

L’ efflux du CPT11 et de ses métabolites est, quant a lui, actif puisque le
médicament est pompé vers le milieu extracellulaire par des transporteurs
ABC. Il suit une cinétique de Michaelis-Menten, comme cela a été expérimen-
talement démontré (|65, 66]). Les transporteurs responsables de lefflux du
CPT11 ont été notés ABC _CPT. Par souci de simplification, nous avons
supposé que le SN38 et le SN38G étaient efflués par les mémes transpor-
teurs, notés ABC SN. Ces deux variables mathématiques modélisent la
somme de toutes les molécules capables de transporter le CPT11, le SN38
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Fi1G. 2.1: Voies moléculaires considérées de la PK-PD de l’irinotecan dans
les cellules Caco-2. Le CPT11 dans le milieu extracellulaire (CPT,,:) diffuse
passivement & travers la membrane cellulaire et pénétre dans le compartiment
intracellulaire (CPT;y,). Il est ensuite activé en SN38 (SN;,) par les CESs. Le
SN38 est désactivé en SN38G (SNG;,) sous action d’enzymes UGT1As. CPT;,,
SN;, et SNG;, sont expulsés vers l'extérieur des cellules par des transporteurs
ABC (CPTout, SNout, SNGoyt). La TOP1 est une enzyme dont la fonction est de
diminuer la tension présente dans les molécules d’ADN. Pour se faire, elle crée
des complexes transitoires DNA/TOP1, que SN, stabilise en complexes ternaires
DNA/TOP1/SN38, qui sont encore spontanément réversibles. Leur collision avec
des mécanismes parcourant ’ADN provoque des lésions irréversibles & 'ADN qui
déclenche les processus de réparation de 'ADN, d’arrét du cycle cellulaire le cas
échéant, et méne possiblement la cellule a ’apoptose.

et le SN38G. ABC _CPT représente principalement l'activité de ABCBI,
ABCC1, et ABCC2; et ABC SN celle de ABCC1, ABCC2 et ABCG2.
La diffusion des molécules de l'intérieur vers I'extérieur des cellules est ici
négligée.

Le CPT11, une fois dans le cytoplasme, est bioactivé en son métabolite
actif, le SN38, sous l'action enzymatique de CES, représentant la somme
de toutes les carboxylestérases fonctionnelles. Cette activation suit une ci-
nétique de Michaelis-Menten comme expérimentalement mis en évidence
(|21, 22, 25]). Les équations gouvernant les concentrations de CPT11 peuvent
donc s’écrire :

Versopr[ABC_CPT|[CPTy)

- —k, CPT,, 2.1

at Vi vopr| i+ Kefropr + [CPTh] 21)
d[CPT}] Viisopr|ABC_CPT|[CPTy)  Vies|[CES|[CPT11,,]

- =k, CPT,ut) — = - 2.2

dt popr 2 Kesropr + [CPTi) Kees + [CPT11;,] (2:2)
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Le SN38 est désactivé en SN38G sous l'action de UGT, qui représente
la somme de toutes les enzymes UGT1As capables de catalyser la réaction.
Cette désactivation suit une cinétique de Michaelis-Menten, comme expéri-
mentalement démontrée (|22, 24, 67|). Les concentrations de SN38 suivent
donc les cinétiques suivantes :

d[SNout] Vout Verrsn[ABC _SN][SN;y]
P out] = —k, Now = 2.
dt  Vin psN [SNow] + Kerrsn + [SNin] (2:3)
d[SNzn] - k [SN ] . V:iffSN[ABC_SN][SNzn] + V::es[CES][CPTzn]
dt N upSN out KeffSN + [SN'm] Kces + [CPTim]
Vugt [UGT][SNip)
— — ki o[DNATOP1|[SN38;,] + kr2|C [ 2.4
SN~ el JISN38:) + bralCompl]  (24)
Le SN38G étant un métabolite inactif du CPT11, il ne joue aucun role sur
la sortie du modéle qui est la cytotoxicité du médicament. Ses concentrations
intra- et extracellulaires ne seront donc pas calculées lors des procédures d’op-
timisation thérapeutique décrites dans les sections suivantes. Elles peuvent
étre simulées par les deux équations suivantes dans lesquelles les paramétres
de transport du SN38G sont supposés égaux a ceux du SN38, dans le but de
limiter le nombre de paramétres du modéle :
d[SNG out] Vour Verrsn[ABC _SN|[SNG;,]

— O =k SNGy, = 2.5
itV s TR pew + 5NGu) (25)

d[SNG ] Verfsn[ABC _SN|[SNG;,] = Vugt[UGT][SNiy)
—= =k SNGout] — = 2.6
dt s d Kegrsn + [SNGiyl Kot + [5N] 29)

La voie de métabolisation par les cytochromes P450 n’est pas modélisée
car elle a été démontrée inactive dans la plupart des lignées Caco-2 ([68]).

Bien que la quantité totale de médicament reste théoriquement constante,
nous avons décidé de ne pas utiliser cette loi de conservation dans notre
modélisation mathématique et résolvons donc une équation différentielle de
plus. En effet, d’une part, nous ne modélisons peut-étre pas toutes les voies de
métabolisations du CPT11 effectivement actives. D’autre part, les mesures
expérimentales des concentrations de médicaments pourraient ne pas s’avérer
assez précises pour retranscrire cette loi théorique.

2.2.2 Modélisation de la pharmacodynamie

Nous modélisons maintenant l'activité cytotoxique de 'irinotecan, qui est
un inhibiteur de la TOP1.
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d[TOP1]

dt

d[DNA/TOP1]

dt

d[Compl]

dt

d[Icompl]

dt

Une unité d’ADN est ici définie comme un site de liaison a la TOP1. En
effet, la TOP1 se lie 4 ’ADN au niveau de site spécifique. Nous supposons que
ces sites apparaissent sur 'ADN toutes les keytry paires de bases, keptry étant
un paramétre a estimer. La variable DN Ay, représente la concentration
de sites de liaison libres. Une molécule de TOP1 peut s’insérer au niveau
de ce site et ainsi former un complexe DNA/TOP1, qui est spontanément
réversible. Cette réaction est modélisée par une loi d’action de masse (cf.
chapitre 5)

La capacité du CPT11 a interagir avec la TOP1 est négligée et le SN38 est
la seule molécule du modéle qui se lie aux complexes DNA /TOP1. Les com-
plexes ternaires DNA /TOP1/SN38 (Compl), ainsi formés, peuvent se dis-
socier spontanément. Leur collision avec des mécanismes parcourant ’ADN,
tels que ceux de la réplication ou de la transcription, entraine la formation de
dommages irréversibles & ’ADN (Icompl). La cinétique des réactions décrites
ci-dessus suit une loi d’action de masse (|69]). Voici les équations modélisant
la PD du CPT11 :

= kftop — katop[TOP1] — k1 [TOP1)[DN A ree] + ki [DNAJTOP1] + kya[Compl]2.7)

= kp[TOPL[DNAj,ee] — kps[DNA/TOP1][SNiy] — ket [DNA/TOP1] (2.8)
= kp2[DNA/TOP1][SNin]| — kr2[Compl] — ki [Compl] (2.9)
= krrr[Compl] (2.10)

La quantité totale I’ADN est considérée constante puisque les cellules sont
quiescentes. Cette loi de conservation est utilisé pour calculer la concentra-
tion de molécules d’ADN libre : DNA¢..e = DNAyyy — [DNATOP1] —
[Compl] — [Icompl].

Nous supposons que la vitesse de formation des dommages irréversibles &
I’ADN kj,. est constante, ce qui implique que la quantité et la vitesse des
mécanismes parcourant I’ADN le sont aussi. Cette hypothése est réaliste dans
la mesure ou nous modélisons des cellules quiescentes. Dans le cas de cellules
proliférantes, ki, devrait prendre une valeur plus grande au moment de la
phase de synthése de la cellule, lorsque de nombreuses fourches de réplication
parcourent ’ADN.

2.2.3 Modélisation de la rythmicité circadienne des protéines

Conformément aux résultats expérimentaux de la littérature, nous suppo-
sons que les enzymes d’activation (CES), de désactivation (UGT), les trans-
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porteurs ABC (ABC' _CPT, ABC SN) et la cible du médicament (TOP1)
présentent des rythmes circadiens dans leur expression protéique. La concen-
tration intracellulaire de ces protéines est modélisée comme la somme d’une
dégradation constante (kq) et d’une traduction circadienne des ARN messa-
gers correspondants. Cette traduction prend la forme d’un cosinor ot M est
la valeur moyenne des oscillations, A leur amplitude, T leur période, et ¢
leur phase :

diProtein] - yr 4 Acos(ZE(t— 6)) — kalProtein]  (2.11)
dt T
Il est & noter que cette équation modélise la quantité de protéines fonction-
nelles, les protéines incapables d’accomplir leur role n’étant pas représentées.
Ainsi, ces rythmes circadiens de quantités de protéines peuvent aussi étre in-
terprétés comme les rythmes d’activité des enzymes.

Etat initial du systéme

A linstant initial, le CPT11 est ajouté au milieu extracellulaire :

)
P s s s s S
I I
o O O O O o O

ol Cyot est la concentration initiale du CPT11 dans le milieu extracellulaire.

La TOP1, les complexes DNA/TOP1 et PADN sont a 1’équilibre :

TOP1(0) = Ktop (2.12)

kdtop

B
DNATOPl(O) == H—BDNAtOt (213)
DNA(O) = DNA;x — DNATOP1(0) (2.14)

N ki kfiop
ou B - krl kdtop
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2.2.4 Etats d’équilibre

Nous recherchons ici les états stationnaires du modéle mathématique dans
le cas ot les concentrations de CES, UGT, ABC CPT, ABC SN et TOP1
sont constantes, ceci correspondant a I’étude de cellules non synchronisées
(cf. chapitre 1).

Le systéme dynamique est a 1’équilibre lorsque toutes ses variables sont
constantes, c’est-a-dire lorsque toutes les dérivées sont nulles. Le modéle
admet les états stationnaires suivants :

CPT, = 0

CPT;, = 0

SN(;kut = 0
V. ABC SNG]SNG*

SNG:,, — VessnlABC _SNGISNGE,
kuptsn (Keprsn + SNGF)

SNG,

Compl* = 0

Icompl*

Top1r — ter
kdtop

. B
DNA/TOPI" = [=2DNAw

DNA},.e = DNApt — DNATOP1" — Icompl®

1B = Fi1krop
ou B T ke kdtop
Une valeur d’équilibre de Icompl* peut étre calculée en utilisant la loi de
conservation de la quantité totale de médicament :

Tcompl* = Clyt ‘(Z’:f —SNG;, — SN38G3W%

Dans ces états stationnaires, le médicament est soit désactivé en SN38G,
soit en complexes irréversibles avec ’ADN et la TOP1. En réalité, seul envi-
ron 10% du CPT11 est activé en SN38, ce qui signifie que ces états station-
naires théoriques ne seront jamais atteints expérimentalement.

De fagon plus générale, I’administration d’un agent cytotoxique constitue
une perturbation d’un systéme biologique & 1’équilibre. Le retour & un état
stationnaire ne peut se faire que si le systéme biologique parvient & éliminer
totalement le médicament, ou bien s’il est tué par celui-ci. La seule étude
des états stationnaires semble donc insuffisante dans une perspective d’opti-
misation thérapeutique.
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Une étude cinétique du modéle mathématique parait alors appropriée.
Pour décrire de facon réaliste cette cinétique, il nous faut déterminer les
valeurs des paramétres du systéme. Nous décrivons ci-aprés 1'étude expéri-
mentale sur culture de cellules Caco-2 qui a pour but la quantification de ces
valeurs de paramétres.

2.3 Etude expérimentale de la PK-PD de l’irinote-
can sur des cellules Caco-2

Une fois le modéle mathématique construit selon les données de la littéra-
ture, nous avons entrepris ’étude expérimentale de la PK-PD de 'irinotecan
dans les cellules Caco-2. Les expériences biologiques réalisés dans notre lignée
de cellules ont pour but, d'une part, de vérifier qualitativement 'activité des
différentes voies moléculaires et, d’autre part, de déterminer quantitative-
ment leur vitesse afin d’estimer les paramétres du modéle mathématique.

2.3.1 PK-PD du CPT11 dans des cellules non-synchronisées

La PK-PD du CPT11 a tout d’abord été étudiée dans des cellules Caco-2
non synchronisées.

Méthodes expérimentales

Quatre jours aprés 'obtention de la confluence, les cellules Caco-2 ont été
exposées au CPT11 aux concentrations indiquées. Les mesures de concen-
trations intra et extracellulaires ont été réalisées par chromatographie en
phase liquide & haute performance (HPLC). Pour 'étude de 'inhibition de
transport, les cellules ont été pré-incubées, 24h avant I’exposition au CPT11,
avec du verapamil (100 M), un inhibiteur non spécifique des transporteurs
ABC (|70]). Nous renvoyons au chapitre 6 pour une description détaillée du
matériel et des méthodes utilisés.

Métabolisme et transport

Les cellules non-synchronisées ont tout d’abord été exposées durant 48 h
au CPT11 a une concentration de 115 uM, en présence ou non de verapamil,
un inhibiteur non-spécifique de transporteurs ABC. L’objectif de cette ex-
périence est, tout d’abord, de vérifier la métabolisation du CPT11 en SN38,
et 'implication des transporteurs ABC dans son efflux. Ces résultats nous
permettrons également une quantification de ’accumulation du CPT11 dans
les cellules Caco-2, en vue de 'estimation des paramétres du modéle mathé-
matique.
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Le CPT11 s’est accumulé dans les cellules Caco-2 et approximativement
0.1% de sa quantité totale a été bioactivé en SN38 (Figure 2.2). La pré-
sence de verapamil a fortement favorisé cette accumulation intracellulaire et
faiblement diminué la concentration extracellulaire de CPT11. Ces résultats
confirme I'efflux actif du CPT11, possiblement effectué par ABCB1, ABCCI1,
et ABCC2, trois transporteurs inhibés par le vérapamil.

L’augmentation de la concentration intracellulaire du CPT11 en présence
de verapamil a résulté en une plus importante production de SN38. Néan-
moins, la concentration intracellulaire de SN38 n’a pas été modifiée par la
présence du verapamil, seule la concentration extracellulaire de SN38 a été
augmentée.
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F1G. 2.2: Evolution temporelle des concentrations extra et intracellulaires
du CPT11, SN38 et SN38G durant ’exposition au CPT11. Les concentra-
tions en absence () ou présence (M) de verapamil sont les moyennes de quatre
points de données, provenant de deux expériences indépendantes (= SEM). Les
lignes continues et pointillées correspondent aux simulations du modéle mathéma-
tique, calibré aux données, en absence ou présence de verapamil respectivement.
A ,B,C : concentrations extracellulaires de CPT11, SN38 et SN38G; D, E, F :
concentrations intracellulaires de CPT11, SN38 et SN38G (pour le SN38, somme
des molécules libres et liées & PADN).
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Absorption cellulaire du médicament

Pour étudier I'absorption du CPT11, les cellules ont été exposées durant
10 min a 40, 60 ,80 et 100 g M. En effet, pour mettre en évidence 'entrée du
médicament, et la différencier de sa sortie active, nous faisons I’hypothése
qu’il n’y a pas encore d’efflux durant les dix premiéres minutes (|26, 29,
30]). Ainsi, la concentration intracellulaire n’est le résultat que d’une entrée
passive du médicament dans les cellules.

La concentration intracellulaire de CPT11 aprés 10 min d’exposition aug-
mente avec la concentration extracellulaire initiale du médicament (Figure
2.3). L’absence de saturation suggére une entrée passive du médicament par
diffusion a travers la membrane cellulaire.
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FiG. 2.3: Concentrations extra et intracellulaires de CPT11 aprés 10 min
d’exposition, dans des cellules Caco-2 non synchronisées. Les points oranges
sont la moyenne + SEM de deux points de données provenant de la méme expé-
rience. La courbe bleue est le modéle d’approximation de ’absorption du CPT11
présenté a la section 2.4.

Accumulation intracellulaire du CPT11

Nous mesurons ici 'accumulation intracellulaire du CPT11 & différentes
doses, dans le but de caractériser les paramétres d’efflux du CPT11. En ef-
fet, les mesures expérimentales présentées ci-dessus vont nous permettre de
calculer le paramétre d’absorption; et ces mesures d’accumulation intracel-
lulaire nous permettrons une détermination indirecte du transport actif du
CPT11 (cf. section 2.4).

Les cellules Caco-2 ont été exposées pendant 48 h 4 10 et 40 uM de CPT11.
Le CPT11 s’est faiblement accumulé dans les cellules puisque les concentra-
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tions intracellulaires sont environ 10 fois plus petites que les concentrations
extracellulaires (Figure 2.4).
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FiGc. 2.4: Concentrations extra et intracellulaires de CPT11 aprés 48 h
d’exposition, dans des cellules Caco-2 non synchronisées. Moyenne + SEM
de deux points de données provenant d’une méme expérience.

Pour les expériences présentées dans les deux derniers paragraphes (ab-
sorption et accumulation du CPT11), le nombre de cellules par boite de
Petri n’a pas été mesuré. Les résultats bruts d’"HPLC, qui dépendent de la
quantité de cellules par boite n’ont donc pas pu étre normalisés a 1 million de
cellules (cf. chapitre 6). Ce manque d’information induit une imprécision non
négligeable pour les mesures de concentrations intracellulaires, pouvant aller
jusqu’a +60%. Pour cette raison, ces expériences n’ont servi qu’a déterminer
un intervalle de valeurs plausibles pour les paramétres concernés, les valeurs
définitives étant déduites de I’étape finale de 'estimation de paramétres (cf.
section 2.4).

2.3.2 Controle circadien de la PK-PD du CPT11 dans des
cellules synchronisées

Les résultats expérimentaux présentés dans cette partie sont réalisées sur
cultures de cellules Caco-2 synchronisées par un choc sérique (cf. chapitre

6).
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Meéthodes expérimentales

Quatre jours aprés confluence, les cellules ont subies un choc sérique et
ont été récupérées aux CT indiqués. Les expressions d’ARN messagers ont
été mesurées par RT-PCR quantitative. La quantité de protéines de la TOP1
a été mesuré dans le noyau et le cytoplasme des cellules par Western Blot.
L’activité de la TOP1 a été mesurée par l'utilisation du kit Topo I Link
(TopoGen, Port Orange, FL). La viabilité cellulaire a été déterminée par le
kit CellTiter-Glo (Promega, Madison, WI), 'apoptose par le kit Caspase-Glo
(Promega, Madison, WI). Les analyses de variance ont été réalisées par des
tests ANOVA en utilisant le logiciel SPSS (IBM, Somers, NY). Les analyses
Cosinor ont été effectuées comme décrites dans [101]. Nous renvoyons au
chapitre 6 pour une description détaillée du matériel et des méthodes utilisés.

Expression des génes de ’horloge et de la PK-PD du CPT11

Trois génes de 'horloge (REV-ERBa, PER2, BMAL1) et 7 génes de la
pharmacologie de l'irinotecan (TOP1, UGT1A1, CES2, ABCB1, ABCC(C1,
ABCC2, ABCG2) ont présenté un rythme circadien dans leur expression
d’ARN messagers, dans des cellules Caco-2 synchronisées (Figure 2.5). La
modélisation mathématique par I'équation 2.15 (cf. ci-aprés) a permis de
déterminer une période commune de 26 h 50 (SD 63 min). L’amplitude cir-
cadienne de la CES2 est faible & cause d’'une grande variabilité entre les
expériences (Tableau 2.1). Le choc sérique a induit une surexpression non-
circadienne, durant les premiéres heures aprés le choc, de tous les génes,
exceptés BMALI et CES2

L’évolution temporelle des ARN messagers dans les cellules Caco-2 syn-
chronisées a été modélisée par un cosinus amorti :

ARN(t) = R+ e M(P + 5608(2%@ —9))) (2.15)

Le facteur d’amortissement e~ * est & la fois appliqué au cosinus, pour re-
présenter la désynchronisation des cellules au cours du temps, et & P, pour
modéliser la surexpression initiale due au choc sérique. Les deux amortisse-
ments sont supposés égaux dans un souci de simplification. R représente la
quantité d’ARN avant le choc sérique vers laquelle le modéle converge en
temps long. Nous avons supposé une période commune pour tous les génes
qui correspond & la période intrinséque de la population de cellules. Cette
période T, ainsi que les paramétres R, A\, P, S, et ¢ de chaque géne ont été
estimés simultanément pour tous les ARN par une méthode de bootstrap
(cf. chapitre 5). Les valeurs de paramétres obtenus sont exposées au tableau
2.1.
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FiG. 2.5: Rythme circadien des expressions de génes de 1’horloge et de la
pharmacologie de l’irinotecan dans des cellules Caco-2 synchronisées. La
quantité I’ARN messagers de 3 génes de ’horloge (REV-ERB«, PER2, BMAL1)
et 7 génes de la PK-PD de l'irinotecan (TOP1, UGT1A1, CES2, ABCB1, ABCC1,
ABCC2, ABCG2) présentent des variations circadiennes d’une période de 26 h 50
(SD 63 min). Les résultats expérimentaux sont la moyenne (= SEM) de quatre ex-
périences indépendantes pour REV-ERBa, TOP1, UGT1A1, et CES2, et de 3 expé-
riences indépendantes pour PER2, BMAL1, ABCB1, ABCC1, ABCC?2, et ABCG2.
Les courbes continues correspondent a I’équation 2.15 ajustées aux données (cf.
Tableau 2.1 pour les valeurs de paramétres).
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A (h™Y) P (a.u.) S (a.u.) ¢ (h, min) R (a.u.)

REV — FERBa | 0.04 £0.01 0.21 £ 0.06 0.24 £0.05 10 h 41 4+ 71 min 0.14 £0.03
PER?2 0.08 £0.01 0.83 £0.52 1.65£0.5 8 h 37 £ 74 min 0.79 £0.18
BMAL1 0 0.83 £ 0.07 0.41 +£0.09 17 h 04 &£ 75 min 0

TOP1 0.02 £0.01 0.7+0.2 0.59 £0.15 14 h 30 £ 96 min 0.41 £0.11
UGT1A1 0.06 £0.01 0.65 £ 0.13 0.68 £ 0.16 14 h 32 &+ 65 min 0.27 £ 0.06
CES2 0 0.87+0.04 0.13 £0.05 16 h 40 + 176 min 0

ABCBI1 0.03 £0.01 1.06 £ 0.24 0.84 £0.3 15 h 58 £ 60 min 0.09 £ 0.08
ABCC1 0.06 £ 0.02 0.17 4+ 0.09 0.18 £0.07 10 h 28 + 144 min 0.25 £ 0.05
ABCC2 0.08 £+ 0.004 1.44 +0.27 1.32£0.23 14 h 50 & 51 min 0.36 £ 0.05
ABCG2 0.08 £ 0.007 0.63 £0.13 0.69 £0.12 13 h 36 £ 43 min 0.09 £ 0.02

TAB. 2.1: Valeurs de paramétres des expressions circadiennes de génes dans des cel-
lules Caco-2 synchronisées. Moyenne £+ SD, estimée en calibrant I’équation 2.15 aux données
expérimentales par une méthode de bootstrap (cf. chapitre 5), a.u.= arbitrary units.
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Les ARN messagers de CES2, TOP1, UGT et REV-ERBa ont été quan-
tifiés au cours de quatre expériences indépendantes entre lesquelles une varia-
bilité est a noter (Figure 2.6). L’expression génique de CES2 a présenté des
rythmes circadiens dans les expériences 1, 2 et 4, d'une amplitude de 15%,
29%, et 28% de leur valeur moyenne respectivement. Au contraire, aucun
motif circadien n’est observé pour la quantité I’ARN de CES2 dans 'expé-
rience 3. La surexpression de REV-ERBa durant le premier cycle présente
au cours des expériences 1, 2 et 4 n’est pas observée dans ’expérience 3.
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Fic. 2.6: Rythme circadien des quantités d’ARN de REV-ERBqa, TOP1,
UGT1A1 et CES2 dans quatre expériences indépendantes.
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Expression protéique et activité de la TOP1

La variation circadienne des quantités de protéines de TOP1 dans le noyau
et dans le cytoplasme a été mesurée dans des cellules synchronisées, en 1’ab-
sence de médicament. Les quantités de protéines nucléaires et cytoplasmiques
n’ont pas présenté de variations circadiennes significatives, d’aprés la compa-
raison des données expérimentales a la formule du cosinor, par une approche
de bootstrap (Figure 2.7, chapitre 5).11 est & noter que les protéines de TOP1
ont présenté une localisation principalement nucléique dans les cellules Caco-
2.

L’activité de la TOP1 a été étudiée a CT14 et CT28, dans des cellules
synchronisées, en mesurant le pourcentage de protéines liées & ’ADN. 28.53%
de la quantité totale de TOP1 étaient lié & PADN a CT14, & comparer
a 27.98% a CT28. Cette faible variation circadienne est en a accord avec
I’absence de rythme dans I'expression protéique nucléaire (Figure 2.7).
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Fic. 2.7: Expression génique, protéique, et activité de la TOP1. A ARN
messagers : données expérimentales et modéle présentés a la figure 2.5 B Pro-
téines nucléaires et cytoplasmiques. Les résultats expérimentaux (bleu clair) sont
la moyenne + SEM de deux expériences indépendantes. Le modeéle (bleu foncé) est
le résultat de 'analyse cosinor (cf. chapitre 5). C Activité de la TOP1, un point de
donnée pour chaque CT.
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Rythme de la quantité de TOP1 liée & 'ADN, en présence de
CPT11

L’activité de la TOP1 a ensuite été mesurée aprés une exposition de 30 min
au CPT11 (50 uM) débutant & CT14 et CT28. Le pourcentage de protéines
de TOP1 liée a PADN était de 47% (SEM 5.2%) de sa quantité totale aprés
une exposition & CT14, et de 35.5% (SEM 1.8%) aprés une exposition a
CT28 (Figure 2.8). Cette différence est validée statistiquement (p=0.05).

siq p=0.05

a0

TOP1 bound to DNA (% of total amount)

T T T
o 4 8 12 16 20 2 32 36 a0 a4 a8 52

28
CT

FiGc. 2.8: Rythme circadien de la quantité de protéines de TOP1 liée a
PPADN en présence de CPT11, dans des cellules Caco-2 synchronisées.
Les barres représentent la moyenne de 4 expériences indépendantes (£ SEM), aprés
exposition au CPT11 a4 CT14 et CT28. La courbe continue représente la variation
circadienne de la quantité de complexes sur PADN (somme des variables DNA-
TOP1, Compl et Icompl) simulée par le modéle mathématique de la PK-PD du
CPT11, calibré aux données comme décrit a la section 2.4.

Mesure circadienne de I’apoptose

Une forte corrélation entre la formation de complexe TOP1 sur ’ADN et la
mort cellulaire induite par le CPT11 est décrite dans la littérature. En effet,
ces deux quantités semblent varier de facon similaire en fonction de la dose et
du temps d’exposition au CPT11 (|61, 62, 63]). Nous avons voulu vérifier que
cette corrélation était aussi vraie pour la rythmicité circadienne. Pour cela,
nous avons mesurer le nombre de cellules apoptotiques rapporté a la viabilité
cellulaire, 24 et 48 h aprés une exposition d’une heure au CPT11, débutant
a CT14 ou CT28. L’expérience a été menée pour deux concentrations de
CPT11 : 25 et 50 uM.

Le taux d’apoptose 24 ou 48 h aprés 'administration du CPT11 est si-
gnificativement plus élevé pour I'exposition & CT14 que pour I'exposition a
CT28, pour les deux concentrations de médicament (p=0.008, Figure 2.8).
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Cette différence circadienne est en accord avec les rythmes circadiens de la
quantité de TOP1 lié & PADN durant une exposition au CPT11.

A

apoptose/viabilite
(% du controle)

apoptose/viabilite
(% du controle)

Temps apres exposition (h)

FiG. 2.9: Variation circadienne de ’apoptose aprés exposition au CPT11
des cellules Caco-2 synchronisées. A Exposition a 25 M, B Exposition a 50
uM. Mesure de I’apoptose 24 et 48 h aprés une exposition d’'une heure au CPT11
débutant & CT14 ou CT28. Les résultats sont la moyenne (£ SEM) de 6 points de
données provenant d’une expérience.

2.4 Estimation des paramétres du modéle mathé-
matique, par comparaison aux données expéri-
mentales

Les résultats expérimentaux sur les cellules Caco-2 ont été utilisés pour
estimer les valeurs des paramétres du modéle mathématique. Cette estima-
tion a comporté deux étapes. La premiére a consisté a déterminer des inter-
valles de valeurs réalistes pour chaque paramétre. La seconde étape a été de
rechercher, dans ces intervalles, les valeurs finales des paramétres, en cali-
brant le modéle aux données expérimentales présentées aux figures 2.2, 2.7
C et 2.8, par une approche de bootstrap (cf. chapitre 5). Nous détaillons,
tout d’abord, la recherche d’intervalles de valeurs pour chaque paramétre,
puis l'estimation finale.
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Absorption du CPT11

Nous avons supposé que ’absorption du CPT11 suit une loi de diffusion
passive, de paramétre ky,cpr (cf. chapitre 5). Une approximation de ce pa-
ramétre peut étre obtenu en utilisant les résultats expérimentaux d’accumu-
lation intracellulaire du CPT11 durant les 10 premiéres minutes d’exposition
(Figure 2.3). Nous supposons que 'efflux est négligeable sur cette période de
temps, le médicament n’ayant le temps que d’entrer dans le milieu intracel-
lulaire, et non d’en sortir (|30, 29]). L’équation 2.1 est alors réduite au terme
d’absorption et est résoluble explicitement :

[CPTout](t) = Ctote_k“ptCPTt

La méthode des moindres carrées a été utilisée pour comparer ce modéle
aux données de la figure 2.3 et nous a permis d’estimer la valeur suivante :
kupcpT=5.9 h~!. Le paramétre kupcpr a donc été recherché dans l'intervalle
[3 9] au cours de l'estimation de parameétres finales.

Efflux du CPT11

L’efflux du CPT11 a été supposé actif et suit donc une cinétique de
type Michaelis-Menten de parameétres V.rropr et K.rropr. Nous connais-
sons désormais une approximation du parameétre d’absorption du CPT11
kupcpr, ainsi que I'évolution temporelle de ’accumulation du CPT11, pour
trois concentrations : 10, 40 et 115 uM (Figures 2.2 et 2.4). Il est alors pos-
sible de déterminer un intervalle de valeurs pour les paramétres d’efflux, en
utilisant 1’équation 2.1.

Pour ce faire, la valeur de la dérivée de [C'PTy,,] est approché par un
schéma d’Euler explicite, ce qui donne I’équation suivante :

[CPTout} (t + At) - [CPTout} (t) Vout VeffCPT [ABC_CPT} [CPTzn (t)]

+ kupCPT [CPTout] (t) (2.16)

At Vin Kegropr + [CPTin(t)]

Le membre de droite de I’équation 2.16 peut étre vu comme une fonc-
tion de [C'PT;,)(t) & calibrer aux données. Pour chaque point de temps des
données expérimentales disponibles pour les trois concentrations de CPT11,
nous pouvons calculer la valeur du membre de gauche de 1’équation 2.16.
Nous utilisons ensuite une méthode des moindres carrés pour rechercher les
valeurs de Verropr et Kepropr pour lesquelles le membre de droite est le
plus proche de ces valeurs calculées. L’estimation nous fournit les valeurs sui-
vantes de paramétres : V¢ ropr[ABC_CPT]=1170 puM.h™1 et Kepropr=T71
uM (Figure 2.10). Une déviation de £50% a été autorisée pour lestimation
finale.
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FiGc. 2.10: Vitesse d’efflux du CPT11 Les points correspondent a 1’évaluation
du membre de gauche de I’équation 2.16 & chaque point de temps (et donc a chaque
concentration intracellulaire de CPT11), des expériences d’exposition a 10, 40 et
115uM de CPT11. La courbe continue est la représentation du membre de droite
pour les valeurs optimales des parameétres V.¢rcpr et Kefropr, déterminées par
la méthode des moindres carrés (cf. chapitre 5).

Activation du CPT11 en SN38

La biotranformation du CPT11 en SN38 est catalysée par les enzymes
CESs et suit une cinétique de type Michaelis-Menten de parameétres Vies
et K..s. Nous ne disposons de données dans les cellules Caco-2 que pour
une seule concentration de CPT11 (figure 2.2), ce qui est insuffisant pour
déterminer la valeur des deux parameétres. Des travaux in vitro de la littéra-
ture rapporte une conversion du CPT11 en SN38 par des carboxylestérases
humaines de foie de paramétres Koes—53 uM et Vies—0.714 uM.h~! avec
|CES|=2.03 M (|21]). La mesure de la bioactivation du CPT11 dans des
hépatocytes de rats fournit les valeurs Kes = 53uM et Vieo— 1.018 pM. h™1
avec [CES|= 1.42 uM ([22]). Nous cherchons donc V,.s[C' ES| dans 'intervalle
[0.5, 5] et K¢es dans [20, 150].

Absorption du SN38 et du SN38G

Nous avons supposé que ’absorption du SN38 suit une loi de diffusion
passive, de paramétre k5. Comme aucune mesure n’est, pour le moment,
disponible dans notre lignée Caco-2, nous avons utilisé les données expéri-
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mentales de [30] pour déterminer un ordre de grandeur du paramétre, en
utilisant la méme méthode que pour le paramétre d’absorption du CPT11.
Nous avons trouvé kypsn—15.3 h~! et avons autorisé une déviation de +100%
dans 'estimation de paramétres finale.

En l’absence de données expérimentales sur ’absorption cellulaire du
SN38G, nous 'avons supposé égale a celle du SN38.

Efflux du SN38 et du SN38G

L’efflux du SN38 suit une cinétique de Michaelis-Menten de paramétres
Verrsn et Keppsn. Ces parametres ont directement été déduits de 'estima-
tion finale. Les parameétres d’eflux du SN38G ont été supposés égaux a ceux

du SN38.

Désactivation du SNN38 en SN38G

La glucuronidation du SN38 en SN38G est catalysée par les enzymes
UGT1As et suit une cinétique de type Michaelis-Menten de paramétres V4
et Kyg. Aucune mesure du SN38G n’a pour le moment été réalisée dans
notre lignée de cellules Caco-2. En revanche, I'enzyme UGT1A1 s’exprime
dans notre lignée (Figure 2.5). Nous avons donc supposé cette voie de méta-
bolisation active. La comparaison de notre modéle aux données de la littéra-
ture par la méthode des moindres carrées nous fournit les valeurs suivantes
de paramétres : Vi [UGT]=27 uM.h™! et K, ;0= 2.13 uM (|22]). Nous avons
donc rechercher V,,4[UGT] dans l'intervalle [0, 90] et K, dans [0, 5].

Quantité totale d’ADN

Les sites de liaisons sur I’ADN dans lesquels la TOP1 peut s’insérer sont
supposés apparaitre toutes les kepsry paires de bases. Ainsi, nous définissons
une unité d’ADN comme un site de liaison, ou encore comme un site de
liaison et les kentry paires de bases qui le séparent du prochain site. Quand
le site de liaison est libre, il est sous la forme DN Ay,.., quand une molécule
de TOP1 lui est associée, il devient une molécule Compl. Comme une cellule
contient approximativement 3.2.10° paires de bases, la quantité de moles

9 N
2210 1y6] ou Ny est la constante d’Avogadro.
NAk'entry

Le volume moyen d’une cellule Caco-2 étant de Vo = 8.1072 L, nous en
. . . .. o
déduisons que la concentration de sites de liaison est : DN Ao = #mv”
entry Vce
M. D’apres la littérature, kepiry est compris entre 1 et 100 paires de bases.

Nous avons donc recherché DN A,y dans l'intervalle |5 500].

de sites de liaison est :
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Formation et dégradation de la TOP1

Nous déterminons, tout d’abord, un ordre de grandeur de la concentra-
tion totale de TOP1 en utilisant les résultats expérimentaux présentés sur les
figures 2.2 et 2.7. En supposant que toutes les molécules de SN38 présentes
dans le milieu intracellulaire sont en complexe avec la TOP1, et sachant
qu’environ 40% de la quantité totale de la TOP1 était lié & PADN en pré-
sence de médicament (Figure 2.8), la concentration totale de TOP1 peut étre
estimée & 0.025 pM.

A I’équilibre, en I’absence de médicament, la quantité de TOP1 libre vaut

IZZ% et a été mesurée a environ 72% de sa quantité totale (Figure 2.7 C).
op

Par souci de simplification, nous fixons kg, a 1 et cherchons donc k4, dans

I'intervalle [0 0.05].

Formation et dissociation des complexes réversibles ADN/TOP1

Les complexes réversibles ADN/TOP1 se forment a la vitesse ki et se
dissocie a la vitesse kg41. En I'absence de médicament, lorsque les cellules sont
a I’équilibre, environ 28% de la quantité totale de TOP1 est li¢ a ’ADN . Cet
état stationnaire peut étre obtenu pour les valeurs suivantes de paramétres :
kg1 = 2, kg1 = 300. Une déviation de +50% a été autorisée pour l’estimation
finale.

Formation et dissociation des complexes réversibles ADN/TOP1/SN38,
et formation des dommages irréversibles

Les constantes d’association (ko) et de dissociation (ko) des complexes
ADN/TOP1/SN38 ont été directement inférées de I’estimation finale. Il en
est de méme pour la vitesse de formation des dommages irréversibles & ’ADN
k[rr-

Paramétres circadiens des quantités de protéines CES, UGT,
ABC CPT, ABC SN et TOP1

Nous considérons que la premiére période des oscillations est artificielle-
ment perturbée par le choc sérique et commencons les simulations au début
de la deuxiéme, & partir de laquelle les oscillations des ARN et protéines
semblent étre réguliéres.

Pour les quantités de protéines de CES, UGT, ABC_CPT et ABC SN,
les paramétres M et kg de I’équation 2.11 sont fixés a 1. La phase ¢ du
terme de formation est supposée égale a celle de ’ARN correspondant, es-
timée grace aux données expérimentales (figure 2.5 et tableau 2.1). Seule
I’amplitude A est donc évaluée durant l'estimation finale, sa valeur étant
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recherchée dans U'intervalle [0,1]. Les quantités de protéines sont donc égales
a 1, en 'absence d’entrainement circadien (i.e. A=0).

L’équation 2.11 calibrée avec ces valeurs de paramétres résulte en un dé-
calage d’environ 1h30 entre les rythmes d’ARN et de protéines, une durée
correspondant au temps de synthése des protéines. Cette durée semble réa-
liste puisque I'expression génique et protéique de la TOP1 sont distante d’au
plus 4 h chez la souris ([42]).

Bien que le niveau d’ARN de la TOP1 présente des rythmes circadiens, sa
quantité de protéines et son activité sont constantes dans les cellules Caco-2
(Figure 2.7). Nous n’avons donc pas supposé de rythmes circadiens pour la
TOP1 (cf. équation 2.7).

Estimation finale des paramétres par une méthode de boots-
trap

Une approche de bootstrap est finalement utilisée pour estimer simulta-
nément les valeurs de tous les paramétres (cf. chapitre 5). Celles-ci sont
recherchées dans les intervalles décrits ci-dessus. Les donnés expérimentales
des figures 2.2, 2.7 C, et 2.8 sont utilisées pour déterminer les valeurs finales
(Tableau 2.2).

Pour les données de la figure 2.2, nous avons supposé que la présence de
verapamil n’affectait que le parametre V.rropr, qui est noté Verropr vera
lorsque les cellules sont préincubées avec I'inhibiteur. Pour I’estimation des
paramétres, la concentration extracellulaire de CPT11 est comparée a la va-
riable mathématique CPT,,;, sa concentration intracellulaire & C'PTj,. La
concentration extracellulaire de SN38 est comparée a SNy, sa concentra-
tion intracellulaire a la somme SNy, + Compl + Icompl puisque la méthode
d’HPLC détecte la totalité du SN38 présent dans le milieu intracellulaire.

Les résultats expérimentaux de la figure 2.7 C concernent la quantité de
TOP1 liée & ’ADN en 'absence de médicament et sont donc confrontés aux
valeurs d’équilibre de TOP1 et DNATOP1 (Equations 2.12 et 2.13). La varia-
tion circadienne du pourcentage de protéines TOP1 en complexes présentée
a la figure 2.8 est comparée & la variable mathématique TOP1 pour la par-
tie libre, et a la somme DN ATOP1 + Compl + Icompl pour la partie liée a
I’ADN.

L’ensemble des paramétres est déterminé simultanément, en utilisant les
trois jeux de données décrits ci-dessus, par une approche de bootstrap (cf.

chapitre 5).
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Reaction Symbol Value
CPT11 uptake speed kupcpT 3.644+0.53 h™!
CPTI1 efffux VosfopT 594.35 £ 116.64 h
Kerropr 57.72 £17.85 uM
CPT11 efflux in presence of verapamil Verrcprvera | 409.3 £ 66.09 h—!
CPT11 activation Vees 1.94+0.51 h~!
Keoos 147.34 + 34.98 uM
SN38 uptake Kups N 27.01 £4.73 h~!
SN38 efflux Veppsn 161.18 +£46.24 h™!
KeffSN 1.28 4+ 0.57 ,U,M
SN38 glucuronidation Vugt 65.59 + 23.25 h™!
Kygt 2.69 + 0.9 uM
DNATOPI complex formation k1 0.75+0.21 uM~th~!
DNATOP1 complex dissociation ko1 118.33 £35.12 h~!
DNA /TOP1/SN38 complex formation ko 2432.42 +967.28 uM~th~!
DNA/TOP1/SN38 complex dissociation kro 2.56 +0.77 h~!
Irreversible complex formation krrr 0.0035 £+ 0.0025 h—!
Entry sites on DNA for TOP1 binding kentry 10.42 + 3.1 pairs of bases
TOP1 protein formation k ftop 0.018 0.009 pM.h—*
Amplitude of CPT11 bioactivation circadian rhythm AcEs 0.9+ 0.09 uM.h—!
Amplitude of CPT11 efflux circadian rhythm Aapc cpr | 0.374+0.32 uM.h~!
Amplitude of SN38 efflux circadian rhythm AuBc SN 0.22+0.18 pM.h~!
Amplitude of SN38 glucuronidation circadian rhythm Avar 0.45+0.31 pM.h~!

TAB. 2.2: Paramétres du modéle de la PK-PD moléculaire du CPT11
dans les cellules Caco-2. Moyennes + SD estimées par comparaison aux données
expérimentales (cf. partie 2.4), en utilisant une approche de bootstrap (cf. chapitre

5).

L’amplitude circadienne estimée de CES est plus grande que celle de UGT,
ABC _CPT,et ABC SN (Tableau 2.2). Le modéle prédit ainsi que la bio-
activation du CPT11 serait le déterminant principal des rythmes de activité

du CPT11.

Le modéle mathématique, une fois calibré aux données expérimentales, a
été utilisé pour optimiser I'exposition des cellules Caco-2 au CPT11.
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2.5 Optimisation théorique de ’exposition circadienne
des Caco-2 au CPT11

Le modéle mathématique de la PK-PD moléculaire du CPT11 ainsi ca-
libré aux données expérimentales des cellules Caco-2 a été utilisé dans des
procédures d’optimisation dont le but est de déterminer des schémas d’ex-
position chronomodulés optimaux pour la lignée de cellules considérée.

Dans cette partie, nous considérons les cellules Caco-2 synchronisées par
un choc sérique comme les cellules saines, et les cellules non synchronisées
comme les cellules cancéreuses ([71]). Ce choix est motivé par le fait que
I’'organisation circadienne est souvent perturbée dans les tissus tumoraux
([1]). Le modele de la PK-PD du CPT11, avec les valeurs de paramétres
décrites ci-dessus, est donc utilisé pour simuler la réponse au médicament
des cellules normales. Nous modélisons le comportement des cellules tumo-
rales par le méme modéle dans lequel les amplitudes A des protéines UGT,

ABC_ CPT, ABC_SN et CES sont mises a zéro.

Les schémas d’administration considérés prennent la forme d’une exposi-
tion & une concentration extracellulaire initiale donnée de CPT11, sur une
durée comprise entre 1 et 27 h, débutant & un temps circadien (CT) par-
ticulier. Nous avons choisi de tels schémas parce qu’ils sont facilement re-
productibles en culture de cellules. La dose cumulée est ici définie comme
la concentration extracellulaire initiale de CPT11 multipliée par la durée
d’exposition. Les procédures d’optimisation thérapeutique ont consisté & op-
timiser selon le critére choisi les valeurs de la dose cumulée, de la durée
d’exposition et du CT a laquelle elle débute.

Le CPT11 est détectable dans le sang des patients cancéreux jusqu’a envi-
ron 24 h apres son administration, & des concentrations allant de 0 a 20 M
([1]). Nous avons donc considéré des doses cumulées comprises entre 0 et 1440
uML.h ce qui correspond & une exposition pendant 24 h a des concentrations
initiales allant de 0 & 60 M de CPT11.

Maximiser le dommage 4 ’ADN dans une population de cel-
lules cancéreuses, sans contrainte de toxicité

Nous avons, tout d’abord, uniquement considéré la population de cellules
cancéreuses et avons recherché les schémas d’exposition qui maximisent les
dommages & ADN au sein de la population. Le CT d’exposition n’a pas
d’influence sur l'efficacité du médicament puisque les cellules ne sont pas
synchronisées. Les seuls paramétres & optimiser sont donc la dose cumulée
et la durée d’exposition.
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La cytotoxicité de chaque schéma d’administration a été évaluée mathé-
matiquement par la valeur de la variable Icompl en fin d’exposition, dans les
cellules cancéreuses. Elle a été calculée pour des valeurs de la dose cumulée
allant de 0 & 1440 p M.h et des durées d’exposition comprises entre 1 et
27 h (Figure 2.11). Pour toutes les doses cumulées considérées, les schémas
optimaux consistent en une exposition au CPT11 durant 1h50 & 7h40, cette
durée augmentant avec la dose.

DNA damage on cancer cells
(nM of SN38 in irreversible complexes)

1200

Cumulative dose ( p M.h)

FiGc. 2.11: Optimisation théorique de ’exposition au CPT11 des cellules
cancéreuses. Efficacité sur les cellules non synchronisées, en fonction de la dose
cumulée de CPT11 et de la durée d’exposition. Les points blancs représentent la
durée maximisant les dommages a4 I’ADN, pour chaque dose.

Minimiser le dommage a ’ADN dans une population de cel-
lules saines, sans contrainte d’efficacité

Nous avons ensuite uniquement considéré la population de cellules saines
et avons recherché les schémas d’exposition qui minimisent les dommages
a ’ADN au sein de la population. La cytotoxicité de chaque schéma a été
évaluée par la valeur de la variable Icompl en fin d’exposition, dans les
cellules saines. La dose cumulée de CPT11 a été arbitrairement fixée a 500
1 M.h, pour présenter un exemple, les caractéristiques mises en évidence ci-
aprés ayant été vérifiées pour toute dose comprise entre 0 et 1440 M.h. La
valeur de Icompl a été calculée numériquement pour une durée d’exposition
comprise entre 1 et 27 h et un CT de début d’exposition allant de CTO a
CT54, ce qui correspond & deux périodes (Figure 2.12).

Pour toutes les durées d’exposition considérées, le schéma d’exposition le

mieux toléré débute entre CT2 et CT3. Cet intervalle de temps correspond
a14a2h avant le creux de 'activité des CESs dans le modéle mathématique
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DNA damage on healthy cells
(nM of SN38 in irreversible complexes)
°
4

2
2

o

(Figure 2.12, 2.13 A). Le schéma le plus toxique est obtenu en administrant
le CPT11 a CT21, sur une durée égale a celle qui induit la plus grande effi-
cacité chez les cellules cancéreuses (4 h pour la dose de 500 ¢ M.h). CT21 ne
correspond pas exactement au pic d’activité des CESs mais plutdt a 1’équi-
libre optimal entre une forte valeur de CES et une faible activité d’'UGT,
ABC_CPT et ABC_SN. Il est a noter que cette durée la plus toxique, qui
est aussi la plus efficace, présente la plus grande amplitude circadienne en
terme de dommages a I’ADN dans les cellules saines.
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Fi1Gc. 2.12: Optimisation théorique de I’exposition au CPT11 des cellules
saines. Toxicité du CPT11 sur les cellules saines, en fonction de la durée d’expo-
sition et du temps circadien de début d’exposition. La dose cumulée de CPT11 est
fixée a 500 p M.h.

Maximiser le dommage 4 ’ADN dans une population de cel-
lules cancéreuses, sous une contrainte de tolérabilité

Nous avons ensuite considéré simultanément les populations de cellules
saines et cancéreuses. Nous avons recherché les schémas d’exposition maximi-
sant les dommages & ’ADN dans les cellules cancéreuses, sous la contrainte
que ceux dans les cellules saines ne dépassent pas un seuil de tolérabilité
([72]). D’un point de vue clinique, ce seuil représente la toxicité maximale
qu’un patient peut supporter. Il peut donc varier en fonction du genre ou
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des polymorphismes génétiques du patient. Dans nos simulations, les cellules
saines et cancéreuses sont exposées de fagon identique au médicament, repro-
duisant ainsi la situation in vivo dans laquelle les tissus sains et tumoraux
sont soumis aux mémes concentrations sanguines.

La procédure d’optimisation utilisée est décrite en détail au chapitre 5.
Elle a consisté en la minimisation d’une fonction cofit se présentant sous la
forme d’une somme de deux termes : I'un pour 'efficacité et I’autre pour la
contrainte de toxicité. Le terme correspondant a ’efficacité est égal a ’'opposé
de la variable Icompl dans les cellules cancéreuses en fin d’exposition. Le
terme de contrainte vaut 0 si la contrainte de toxicité est respectée, c’est-
a-dire si la variable Icompl dans les cellules normales en fin d’exposition
est inférieure au seuil de tolérabilité fixé. Dans le cas contraire, le terme
de contrainte vaut 1000. L’algorithme de minimisation cherchera donc les
valeurs des parameétres qui minimisent le fonction, c’est-a-dire ceux pour
lesquels le terme de contrainte est nul et la contrainte de tolérabilité est
respectée. Les schémas optimaux ont été déterminés pour un seuil de toxicité
compris entre 0.01 et 0.04 nM de SN38 irréversiblement li¢ & 'ADN (Figure
2.13 B).

Pour les valeurs de seuil de tolérabilité considérées, les doses cumulées
optimales sont comprises entre 241 et 1321 p M.h, et augmentent avec le
seuil. Pour toutes les doses, les schémas optimaux durent de 3h40 & 7h10
et débutent entre CT2h10 et CT2h30, ce qui correspond & 1h30 a 1h50
avant le creux d’activité des CESs. Les expositions optimales ne sont pas
centrées sur le minimum de CES mais s’étendent plutdt aprés, lorsque les
activités d’UGT, ABC_CPT et ABC_SN sont plus élevées et protégent
donc plus efficacement les cellules saines. La durée maximale de ces schémas
optimaux est 7h10, ce qui souligne la nécessité d’expositions courtes pour
exploiter optimalement les différences circadiennes entre tissus sains et tissus
tumoraux. Concernant 'efficacité de ces administrations optimales, celles-ci
induisent deux fois plus de dommages & PADN dans les cellules cancéreuses
que dans les cellules normales.
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Fia. 2.13: Optimisation théorique de ’administration chronomodulée du
CPT11 dans les cellules Caco-2. A : rythmes circadiens simulés des quantités de
protéines de CES (vert), UGT (bleu), ABC_CPT (rouge) et ABC SN (orange). B :
schémas d’exposition optimaux, en suivant la stratégie thérapeutique de maximiser
le dommage & I’ADN dans les cellules cancéreuses, sous une contrainte de toxicité
maximale. Les schémas optimaux consistent en ’administration d’une dose cumulée
de CPT11 écrite en vert, sur une durée comprise entre 3h40 et 7h10, commengant
1h30 & 1h50 avant le creux d’activité des CESs.
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2.6 Discussion et perspectives

Cette étude combinée mathématique et biologique a, tout d’abord, permis
la démonstration expérimentale d’une organisation circadienne dans les cel-
lules Caco-2, ayant pour conséquence un rythme de la pharmacodynamie du
CPT11. Un modele mathématique de la PK-PD moléculaire du CPT11 a été
construit et calibré aux données expérimentales des cellules Caco-2. Il a été
utilisé dans une procédure théorique d’optimisation thérapeutique qui nous
a permis de conclure, que I’administration optimale de toute dose de CPT11
consiste en une exposition de 3h40 & 7h10, débutant 1h30 & 1h50 avant le
creux du rythme de bioactivation du CPT11 par les CESs.

Du SN38 a été détecté dans les cellules Caco-2, ce qui est en accord avec
le fait que la CES2 était exprimée. Son efflux n’a pas été influencé par I'ex-
position au verapamil, suggérant une faible activité de cet inhibiteur sur les
transporteurs du SN38. ABCG2, qui joue un role majeur dans la sortie active
du SN38, est en effet faiblement inhibé par le verapamil (|73]). Une autre
possibilité serait que I'eflux du métabolite actif n’implique pas de transpor-
teurs actifs et se fasse de fagon passive par diffusion & travers la membrane
cellulaire. Cela est envisageable dans la mesure ol les molécules de SN38
sont fortement lipophiles.

Le CPT11 est converti par les cytochromes P450 3A4/3A5 en APC et
NPC (]20]). Ces voies moléculaires n’ont pas été prises en compte dans cette
étude puisqu’elles sont décrites comme inactives dans la plupart des lignées
Caco-2 (|68]). Néanmoins, le verapamil inhibe les cytochromes P450 ([74])
et la forte augmentation de la concentration intracellulaire de CPT11 en
présence de l'inhibiteur pourrait aussi étre expliquée par la diminution de
la métabolisation du CPT11 en APC et NPC. La mesure de activité des
cytochromes de notre lignée Caco-2 est en cours dans notre laboratoire.

Le modéle mathématique prédit que les rythmes circadiens de la bioacti-
vation du CPT11 déterminent principalement la rythmicité de sa PD. Méme
si 'amplitude des rythmes d’ARN messagers de la CES2 était faible dans
les cellules Caco-2, sa quantité de protéines et son activité pourraient pré-
senter de fortes variations circadiennes. En effet, les niveaux de protéines de
la CES1 dans le colon de deux lignées de souris présentent des rythmes cir-
cadiens marqués, malgré une quantité d’ARN constante (|75]). Cependant,
nous avons supposé dans notre modélisation un décalage de 1h30 entre 1'ex-
pression des ARN et celle des protéines, durée qui pourrait s’avérer plus
longue (]76]). Les activités des UGT1As ou des transporteurs ABC pour-
raient alors jouer un role majeur dans la rythmicité de la PD du CPT11, si
le rythme de leurs ARN était décaler de plus de dix heures de celui de leur
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expression protéique. Ce cas de figure n’a pas été privilégié dans notre étude
car les rythmes des ARN et des protéines de la TOP1 sont décalés d’au plus
4 h chez la souris ([42]).

L’étude expérimentale des rythmes circadiens d’activité de bioactivation
du CPT11, de désactivation du SN38 et du transport du CPT11 et du SN38
est donc en cours dans notre laboratoire. Le modéle mathématique, une fois
ajusté a ces données expérimentales déterminantes, fournira des schémas
d’exposition théoriquement optimaux possiblement plus proches de la réalité
expérimentale. La prochaine étape sera leur validation sur cellules Caco-2.

Perspectives in vitro

Notre modéle mathématique de la PK-PD du CPT11 évalue la cytotoxicité
du médicament par la quantité de complexes irréversibles ADN/TOP1/SN38.
Ces complexes déclenchent des mécanismes de réparation a ’ADN ([77]). De
nombreuses enzymes impliquées dans la réparation présentent des rythmes
circadiens (|78]). De plus, les dommages a I’ADN induits par le CPT11
peuvent déclencher la machinerie apoptotique dont certaines protéines, telles
que pb3, 'enzyme pro-apoptotique BAX, ou celle anti-apoptotique BCL2,
ont des variations circadiennes (|79, 80, 75|). Les voies de réparation de
I’ADN activées par le CPT11 et les protéines impliquées dans l'apoptose
peuvent étre étudiées expérimentalement dans les cellules Caco-2 et étre in-
cluses dans une version étendue du modéle mathématique.

Dans cette étude, nous avons différencié les cellules cancéreuses des cel-
lules saines par leur faible entrainement circadien. Cependant, le fort taux
de prolifération des cellules cancéreuses constitue une autre différence im-
portante que nous n’avons pas considérée puisque nous étudions des cellules
quiescentes. Le modéle mathématique de la PK-PD du CPT11 a été couplé
a4 un modéle de cycle cellulaire entrainé par ’horloge circadienne, afin de
pouvoir simuler la réponse au médicament de cellules proliférantes ([81]).
L’étape suivante serait donc 1'étude expérimentale de la PK-PD du CPT11
sur des cellules Caco-2 en prolifération.

Perspectives cliniques

Une interprétation clinique des stratégies thérapeutiques optimales obte-
nues pour les cellules Caco-2 présentant une période de 27 h, peut étre obtenu
en redimensionnant les résultats & la période de ’'Homme qui est de 24 h.
Cette mise & I’échelle humaine prédit que le CPT11 devrait étre adminis-
tré de sorte que 'exposition des cellules de I'organisme durent entre 3h30
et 6h30, et débutent de 1h30 & 1h40 avant le creux du rythme de bioacti-
vation du CPT11 chez le patient. Lorsque le CPT11 est perfusé selon un
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schéma semi-sinusoidale d’une durée de 6 h chez les patients cancéreux, le
médicament est détecté dans le sang pendant approximativement 12 h ([1]).
Notre étude in vitro suggére donc de réduire la durée d’administration du
CPT11. Cela aménera probablement a réduire la dose totale de médicament,
de maniére & garder une tolérabilité acceptable, et augmentera possiblement
Pefficacité du traitement.

Ce chapitre présente une étude au niveau de populations de cellules qui
permet d’optimiser les schémas d’exposition au CPT11. L’étape suivante
consiste & optimiser les schémas d’administration du médicament & 1’échelle
de l'organisme entier. Trois classes de souris présentant des rythmes circa-
diens de toxicité au CPT11 différents ont été expérimentalement mises en
évidence. Notre modéle mathématique de la PK-PD du CPT11 au niveau
tissulaire a été intégré dans une modélisation corps entier & base physiolo-
gique, dont le but est d’optimiser 'administration du CPT11 pour chacune
des trois classes de souris (cf. chapitre 3). Le passage de I’échelle de la souris
& ’échelle humaine est ensuite possible par un redimensionnement des pa-
ramétres du modéle corps entier. Cela permettra alors la détermination de
schémas d’administration optimaux pour les patients cancéreux.
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2.7 Etude de la résistance acquise au CPT11

2.7.1 Motivations

Le phénoméne de résistance multiple aux médicaments se produit en réac-
tion & 'administration de chimiothérapies. Il est caractérisé par la capacité
des cellules cancéreuses a étre simultanément résistantes a la plupart des
agents antitumoraux. Un mécanisme moléculaire pouvant étre a l'origine de
cette résistance consiste en ’augmentation induite par le médicament de I'ex-
pression des transporteurs ABC, qui pompent les molécules en dehors des
cellules ([82]). La surexpression de ces transporteurs d’efflux empéche 'accu-
mulation des agents anticancéreux dans le milieu intracellulaire, diminuant
ainsi leur efficacité.

Le CPT11 et ses métabolites sont des substrats de plusieurs transporteurs
ABC. L’exposition au CPT11 ou au SN38 peut induire une surexpression des
transporteurs ABCB1 et ABCG2 dans des lignées de cellules cancéreuses et
dans les tissus tumoraux chez le patient (|83, 84, 85|). Nous proposons ici
une étude théorique de cette résistance acquise & l'irinotecan. Elle a pour
but la détermination de combinaisons de médicaments optimales en cas de
multirésistance.

Pour tenter de résoudre ce probléme d’optimisation thérapeutique, nous
avons construit un modéle mathématique de la PK-PD de l'irinotecan qui
prend en compte l'induction des transporteurs par le médicament. Le modéle
présenté a la section 2.2 a été complété par un modéle de surexpression des
pompes d’eflux ABC. Les rythmes circadiens ne sont pas considérés dans
cette partie, ot nous étudions le phénoméne de multirésistance dans des
cellules non synchronisées.

Ensuite, nous avons mis en oeuvre des procédures d’optimisation afin
de déterminer les schémas d’administration optimaux qui contourneraient
la résistance des cellules cancéreuses. Les agents thérapeutiques considérés
sont l'irinotecan, les inhibiteurs de transporteurs ABC, et les inhibiteurs de
facteurs nucléaires dont ’activation est responsable de la surexpression des
pompes d’efflux.

Nous avons tout d’abord rechercher les schémas d’exposition qui maxi-
misent les dommages & PADN induits au sein d’une population de cellules
cancéreuses, capable de surexprimer ses transporteurs d’efflux en réaction a
I'irinotecan. Ensuite, nous avons considéré une population de cellules saines,
identiques aux cellules cancéreuses, a I’exception qu’elles ne sont pas dotées
de la capacité d’augmenter 'expression de leur transporteurs. Les schémas
optimaux sont alors définis comme ceux qui maximisent le dommage & ’ADN
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des cellules cancéreuses, sous la contrainte que celui des cellules saines reste
inférieur & un seuil de tolérabilité.

2.7.2 Ajout d’'un modéle d’induction des transporteurs ABC
par le CPT11

Nous proposons ici une modélisation du phénoméne de multirésistance,
qui est ajouté au modéle mathématique de la PK-PD du CPT11 présenté a
la section 2.2.

Un mécanisme moléculaire possible menant a I'induction des transporteurs
ABC consiste en 'activation, par les dommages & ’ADN dus au CPT11, de
facteurs nucléaires capables de promouvoir ’expression des transporteurs
ABC (Figure 2.14). En effet, les cassures double brin résultant de I’expo-
sition au CPT11 entrainent l'activation du facteur nucléaire NF-xB dans
plusieurs lignées cellulaires cancéreuses (|86, 87, 88|). En outre, NF-xB ac-
tivé augmente 'expression de ABCB1 ([89, 90]). De fagon similaire, les stress
chimiques activent le facteur NRF-2 qui est capable de promouvoir I'expres-
sion de ABCG2, ABCC1 et ABCC2 (|91, 92, 93, 94|). De plus, les données
biologiques de la littérature montrent que le CPT11 induit une activation
rapide et transitoire du facteur nucléaire NF-xB, dont l'intensité sature ra-
pidement lorsque la dose de médicament est augmentée (|87, 88]).

:—>
'ABC

itransporters

< |

Nuclear factors

cell membrane

- ——————— -

Fi1G. 2.14: Mécanisme d’induction des transporteurs d’efflux par le CPT11
Le CPT11 dans le milieu extracellulaire (CPT,,;) entre passivement dans le cyto-
plasme (C'PT;,). Il est ensuite expulsé hors des cellules par des pompes d’efflux
appelées transporteurs ABC. CPT;, induit des dommages a4 ’ADN responsable de
I’activation de facteurs nucléaires qui promeuvent ’expression des transporteurs
ABC. Cette augmentation de I’efflux du médicament a pour conséquence une dimi-
nution de sa concentration intracellulaire et donc de son efficacité.

Nous proposons donc la modélisation suivante pour la quantité d’ARN
messagers et de protéines de ABC _CPT et ABC' SN, transporteurs res-
ponsables de 'efflux du CPT11 et du SN38 respectivement :
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d[ABC XRNA] [Icompl]”
o =k Kin —k ABC X 217
dt FRNA + King i+ [Teompl]” dRNA| _Xpnal (217)
d[ABC_Xpr,
[ d; P t] — k‘ngc[ABC_XRNA] — deBC[ABC_XProt] (2.18)

ot ABC X représente soit ABC CPT, soit ABC _SN.

Les ARN messagers ABC' Xpgn 4 sont créés par transcription (k‘f RNA) €t
dégrader par la cellule (kgapc). Les protéines ABC X p,, proviennent de
la traduction de ABC'_Xgrna (kfapc) et sont également dégrader (kgapc).
Les molécules d’ARN ne sont pas consommées par le processus de traduction
car une molécule peut produire plusieurs protéines.

L’activation de facteurs nucléaires par le CPT11 est modélisée phénomé-
nologiquement dans 1’équation 2.17 par la fonction de Hill :
[Icompl]™
+ [Tcompl]™

ind thi

ind

Cette fonction présente une augmentation brutale de 0 & k;,4 lorsque Icompl,
le dommage & PADN induit par le CPT11, dépasse le seuil d’induction des
transporteurs th;yq.

Ce choix de modélisation résulte en une surexpression des ARN et pro-
téines des transporteurs ABC qui persiste aprés 'exposition au médicament.
Le retour a des niveaux normaux de transporteurs a été observé expérimen-
talement dans des lignées de cellules cancéreuses seulement aprés deux mois
(184]). Cette réversibilité de 'induction est donc négligée puisque notre but
est de concevoir des schémas d’exposition optimaux & court terme.

Dans un souci de simplification, nous supposons que ABC Xpgrnya et
ABC _Xpot sont égaux & 1 uM a I’équilibre, en ’absence de médicament.
Nous imposons ainsi kfpya=1 puM, kgrya—1 h=! et kiapc = kaapc. A
Iinstant initial, les cellules n’ont pas encore été exposées au CPT11 et les
quantités d’ARN et de protéines des transporteurs sont donc égaux a 1.
Toutes les autres variables du modéle sont nulles, sauf la concentration ex-
tracellulaire de CPT11 qui est fixée & la concentration d’exposition choisie.

La valeur des autres parameétres a été estimée en comparant le modéle aux
données expérimentales de la littérature dans lesquelles une augmentation de
la quantité d’ARN de ABCB1 d’un facteur 6, et de sa quantité de protéine
d’un facteur 2 ont été observées aprés exposition au SN38 pendant 96 h de
cellules cancéreuses en culture ([83]). Dans notre modéle, nous avons supposé
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que cette cinétique avait lieu pour une exposition a 80 uM de CPT11. Nous
obtenons les valeurs de parametres suivantes : n=20, kfapc=kqapc=0.1 h—!
s Kina=b /LM.hil et thipg=0.13 uM.

2.7.3 Stratégies thérapeutiques théoriquement optimales en
cas de multirésistance

Combinaisons de médicaments considérées

Le but de cette partie est d’optimiser la thérapeutique de l'irinotecan en
cas de multirésistance. Les stratégies cliniques existantes consistent principa-
lement en 'administration combinée d’agents anticancéreux et d’inhibiteurs
de transporteurs ABC (|82]). Le modéle mathématique met en évidence une
autre possibilité qui consisterait a inhiber les facteurs nucléaires. Plusieurs
inhibiteurs de NF-xB font actuellement 'objet d’études cliniques (|95]). Leur
administration en combinaison avec le CPT11 augmente 'efficacité du mé-
dicament antitumoral dans des lignées de cellules cancéreuses (|96, 97]). Ce-
pendant, NF-xB présente également une activité anti-apoptotique, dont 1’in-
hibition pourrait expliquer, & elle seule, ’augmentation de la mort cellulaire.
Nous considérons donc trois combinaisons de médicaments : CPT11 admi-
nistré seul, combiné a des inhibiteurs de facteurs nucléaires, ou combiné &
des inhibiteurs de transporteurs ABC.

Les schémas d’administration du CPT11 considérés consistent en ’expo-
sition constante & une concentration allant de 0 a 3000 pM, sur une durée
comprise entre 1 et 168 h. Cet intervalle de doses de CPT11 a été choisi
parce qu’il résulte en une concentration extracellulaire de SN38 entre 0 et
0.15 uM en I'absence d’induction des transporteurs, ce qui est en accord avec
les valeurs physiologiques de concentration sanguine de SN38 mesurée chez le
patient ([1]). Pour chacune des combinaisons de médicaments considérées, la
procédure d’optimisation a consisté & rechercher la concentration de CPT11
et la durée d’exposition optimales.

Nous avons supposé que ’exposition aux inhibiteurs de facteurs nucléaires
et aux transporteurs ABC avaient commencé suffisamment longtemps avant
I’administration du CPT11 de sorte que le systéme soit & I’équilibre au mo-
ment de celle-ci. Les inhibiteurs de facteurs nucléaires ont été modélisés en
fixant k;pq & zéro pour ABC _CPT et ABC SN, ce qui correspond & une in-
hibition totale. Les inhibiteurs de transporteurs I ABC ont été représentés
comme des inhibiteurs compétitifs qui séquestrent les transporteurs ABC en
formant des complexes binaires irréversibles :
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ABC Xp
% = kapcABC_Xgna — kqapc[ABC _Xprot

_kinhib[I_ABC] [ABCProt] (219)
I ABC
% = —kjmhib[I_ABC] [ABC_Xpmt] (2.20)
Les concentrations des inhibiteurs ont été choisies suffisamment élevées pour
inhiber totalement ’activité des transporteurs en ’absence d’induction par
le CPT11, de sorte que ABC _CPT et ABC SN soient égaux a zéro a l'ins-
tant initial en présence d’inhibiteurs de transporteurs. La concentration des
inhibiteurs au temps initial a été arbitrairement fixée & 200 uM et la valeur
de kjnnip & 1, de sorte que I'inhibition des transporteurs induits soit rapide
et compléte.

Maximiser le dommage a PADN dans une population de cellules
cancéreuses

Nous avons tout d’abord considéré une unique population de cellules can-
céreuses, dotées de la capacité d’induire leurs transporteurs en réponse a
I’exposition au CPT11. Nous avons recherché les schémas d’exposition qui
maximisent les dommages & ’ADN dans cette population, sans contrainte de
tolérabilité pour le moment. La procédure d’optimisation a consisté & mini-
miser 'opposé de la variable Icompl, en utilisant ’algorithme évolutionniste

CMAES (cf. chapitre 5).

Lorsque le CPT11 est administré seul, le schéma optimal consiste a ex-
poser les cellules & la plus haute concentration de 3000 uM durant la durée
maximale de 168 h, malgré le déclenchement de la résistance (Figure 2.15).
Ce résultat numérique suggére que les cellules cancéreuses devraient étre ex-
posées a la plus haute dose tolérable, de maniére & ce que la plus grande
quantité de dommages a ’ADN soit créée avant que I'activité des transpor-
teurs ne soit accrue. Ce schéma d’exposition est aussi le schéma optimal
dans le cas ou le CPT11 est combiné aux inhibiteurs de facteurs nucléaires
ou de transporteurs ABC. Il est a noter que, lorsque le CPT11 est adminis-
tré seul, la concentration extracellulaire de SN38 est largement supérieure a
celle calculée dans le cas des combinaisons avec les inhibiteurs (Figure 2.15).
En effet, I'induction de I'efflux du SN38 diminue son accumulation dans le
milieu intracellulaire, et donc sa désactivation en SN38G par les enzymes
UGT1As.
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Fic. 2.15: Maximiser le dommage 4 ’ADN dans une population de cellules
cancéreuses, sans contrainte de tolérabilité. Evolution temporelle des concen-
trations extra et intracellulaires de CPT11 et SN38, de la quantité de protéines des
transporteurs ABC _CPT, et des dommages a PADN Icompl durant 168 h d’ex-
position & 3000 uM de CPT11 administré seul (noir), combiné & des inhibiteurs de
facteurs nucléaires (rouge), ou & des inhibiteurs de transporteurs ABC (bleu). Ce
schéma d’exposition au CPT11 est celui qui maximise le dommage & 'ADN pour
les trois combinaisons de médicaments. Lorsque le CPT11 est administré seul, les
cellules cancéreuses augmentent leur expression de transporteurs ABC, ce qui pro-
voque une diminution des concentrations intracellulaires de CPT11 et de SN38, et
donc des dommages & I’ADN induits. La co-administration d’inhibiteurs de facteurs
nucléaires ou de transporteurs ABC empéche la surexpression des pompes d’efflux,
augmentant ainsi les cassures simple ou double brin sur ’ADN.

Maximiser le dommage a4 PADN dans une population de cellules
cancéreuses, sous une contrainte de tolérabilité

Nous avons ensuite considéré une population de cellules saines, identiques
en tout point aux cellules cancéreuses précédemment décrites, a I’exception
qu’elle ne sont pas dotées du mécanisme de résistance leur permettant de
surexprimer leurs transporteurs d’efflux. Les schémas d’exposition optimaux
sont désormais définis comme ceux qui maximisent les dommages a4 PADN
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dans la population de cellules cancéreuses, sous la contrainte que ceux dans
la population de cellules saines n’excédent pas un seuil de tolérabilité (|72]).
Les schémas optimaux d’exposition ont été déterminés pour un seuil de to-
lérabilité compris entre 0.1 et 0.5 M de SN38 irréversiblement lié¢ & ’ADN.

La procédure d’optimisation a consisté & minimiser, par I’algorithme CMAES,
une fonction coiit qui prend la forme d’une somme de deux termes (cf. cha-
pitre 5). Le premier est égal & 'opposé des dommages a '’ADN Icompl dans
les cellules cancéreuses, et prend typiquement ses valeurs entre O et 0.5 4+ M de
SN38 irréversiblement lié & ’ADN. Le second terme représente la contrainte
de toxicité. Il est égal a 0 lorsque Icompl dans les cellules saines est en-
dessous du seuil de tolérabilité et devient égal & 1000 dans le cas contraire.
Les procédures d’optimisation ont donné les résultats suivants pour les trois
combinaisons de médicaments.

Lorsque le CPT11 est administré seul, les schémas optimaux d’exposition
consistent en ’administration de concentrations de 370 & 2700 M, sur une
durée optimale allant de 36 a 152 h, augmentant linéairement avec le seuil
de toxicité autorisée (Figure 2.16). Lorsque le seuil de toxicité est inférieur
au seuil d’induction des transporteurs (0.13 p M de SN38 irréversiblement
lie & ’ADN), les dommages & ’ADN dans les populations de cellules can-
céreuses et saines sont égaux, puisque le mécanisme de résistance n’est pas
déclenché. Au contraire, lorsque le seuil d’induction est dépassé, les sché-
mas optimaux d’exposition induisent 12% plus de dommages & ’ADN dans
les cellules saines que dans les cellules cancéreuses qui ont déclenché leur
mécanisme de résistance.

La combinaison du CPT11 avec des inhibiteurs de facteurs nucléaires per-
met une diminution de 50% des doses optimales de CPT11, par rapport a son
administration seul, les durées optimales restant inchangées (Figure 2.16).
De plus, I'inhibition des facteurs nucléaires annule totalement ’avantage des
cellules cancéreuses puisque le dommage & PADN induit dans celles-ci est
égal & celui induit dans les cellules saines.

L’utilisation d’inhibiteurs de transporteurs ABC combinés au CPT11 per-
met de diminuer encore plus les doses optimales de CPT11 qui sont alors
comprises entre 150 et 290 uM (Figure 2.16). Les durées optimales sont 16-
gérement diminuées par rapport aux autres combinaisons de médicaments
et augmentent linéairement avec le seuil de tolérabilité autorisé, de 32 a 148
h. Cette stratégie thérapeutique permet également une annihilation totale
de la résistance puisque les dommages dans les cellules saines et dans les
cellules cancéreuses sont égaux. Nous concluons donc que cette combinaison
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de médicaments est la stratégie théoriquement optimale en cas de multirésis-
tance puisque, d’une part, elle contourne la résistance des cellules tumorales,
et d’autre part, elle utilise les plus petites concentrations de CPT11, ce qui
diminuera les risques de toxicités dans la perspective d’une administration
chez le patient cancéreux.
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Fic. 2.16: Maximiser les dommages 4 I’ADN dans une population de cel-
lules cancéreuses, sous une contrainte de tolérabilité. Schémas d’exposition
optimaux pour trois stratégies thérapeutiques : exposition au CPT11 administré
seul (noir), combiné & des inhibiteurs de facteurs nucléaires (rouge), ou combiné
a des inhibiteurs de transporteurs ABC (bleu). A. Dommages & ’ADN dans les
cellules cancéreuses, en fonction du seuil de tolérabilité dans les cellules saines : les
combinaisons du CPT11 avec des inhibiteurs de facteurs nucléaires ou de transpor-
teurs ABC annihilent la résistance au CPT11 des cellules cancéreuses. B. Concen-
trations optimales de CPT11, en fonction du seuil de tolérabilité : les concentrations
optimales diminuent d’approximativement 50 % lorsque le CPT11 est combiné a
des inhibiteurs de facteurs nucléaires, par rapport a son administration seul. Com-
biner le CPT11 avec des inhibiteurs de transporteurs ABC permet une encore plus
importante diminution des concentrations optimales.

89



2.7.4 Discussion

A notre connaissance, deux autres études publiées proposent une modélisa-
tion de la surexpression des transporteurs due aux médicaments. Un modéle
de la PK-PD de la doxorubicine inclut I'induction des transporteurs, qui est
supposée proportionnelle & la concentration intracellulaire du médicament
([98]). Ce choix de modélisation ne tient pas compte du seuil sur les concen-
trations de médicaments, expérimentalement observé, en-dessous duquel la
résistance n’est pas déclenchée. De plus, ce modéle permet & la quantité de
transporteurs ABC de devenir infiniment grande, en cas, par exemple, de
grandes concentrations de médicaments. Notre modélisation évite que le ni-
veau de transporteurs augmente vers des valeurs non physiologiques puisque
le terme d’induction sature rapidement a sa valeur maximale k;,4 lorsque le
dommage a ’ADN Icompl augmente (cf. équation 2.17).

D’autres travaux présentent un modéle de la PK-PD du 5-fluorouracil et
incluent l'induction des transporteurs d’efflux (|1]). Dans ce modéle, les fac-
teurs nucléaires restent activés tant que la concentration intracellulaire du
médicament dépasse un seuil d’induction. Cependant, l'activation de NF-
kB en présence de CPT11 ne dure que quelques heures et disparait bien
avant la fin de l'exposition au médicament (|87]). De plus, dans ce modéle,
le seuil d’induction est appliqué de fagon phénoménologique aux concen-
trations intracellulaires, et non aux dommages & I’ADN. Ce choix implique
que le schéma optimal d’exposition, qui tuera un nombre maximal de cel-
lules cancéreuses, consiste & administrer une concentration inférieure au seuil
d’induction, pendant une longue période, ce qui n’active pas le processus de
résistance. Au contraire, notre modéle conclut que le mécanisme de résis-
tance sera déclenché de toute fagon, et que la plus haute dose tolérable doit
étre administrée & la premiére exposition, pour tuer un maximum de cellules
cancéreuses lorsque leurs transporteurs ne sont pas encore surexprimes.

Notre étude conclut que la combinaison de CPT11 et d’inhibiteurs de
transporteurs ABC est la stratégie thérapeutique optimale puisqu’elle per-
met d’annihiler totalement la multirésistance et nécessite les concentrations
les plus faibles de CPT11. Cependant, la toxicité des inhibiteurs de facteurs
nucléaires et de transporteurs ABC eux-mémes n’a pas été prise en compte.
En effet, plusieurs inhibiteurs de transporteurs ABC provoquent des toxici-
tés pour la moelle osseuse, et neurologiques, qui restent cependant limitées
dans la plupart des cas ([82]).

2.7.5 Conclusion

Cette partie présente un modeéle pour I'induction des transporteurs d’efflux
par le CPT11. Ce travail de modélisation suggére que le schéma d’exposition
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qui maximise le dommage a 'ADN dans les cellules cancéreuses consiste en
I’administration de la plus haute dose, dés la premiére exposition, de maniére
a produire le plus de cassures simple et double brins lorsque les transporteurs
ne sont pas encore surexprimés. Dans le cas o une contrainte de tolérabi-
lité est considérée, nous concluons que la stratégie thérapeutique optimale
consiste & administrer le CPT11 combiné a des inhibiteurs de transporteurs
ABC, puisque cette combinaison permet d’annihiler la résistance des cellules
cancéreuses et implique 'utilisation des doses les plus faibles de CPT11.

2.7.6 Reésultats expérimentaux sur culture de cellules Caco-2

Nous avons étudié expérimentalement I'induction des transporteurs ABC
par le CPT11 dans des cellules Caco-2 non synchronisées. L’objectif des expé-
riences présentées ci-aprés est de déterminer si le CPT11 induit ’expression
de ses principaux transporteurs d’efflux, a savoir ABCB1, ABCC1, ABCC2
et ABCG2.

Meéthodes

Quatre jours aprés 'obtention de la confluence, les cellules non synchro-
nisées ont été exposées, ou non, a 120 uM de CPT11 pendant 96 heures. Les
prélevements de cellules ont été effectués apres 0, 2, 6, 12, 24, 36, 48, 72 et
96 h d’exposition.

Résultats

Aucune différence statistiquement significative n’a été observée entre I'ex-
pression des transporteurs ABCB1, ABCC1, ABCC2 et ABCG2 dans les
cellules témoins et dans les cellules exposées au CPT11 (Figure 2.17). Les
niveaux d’expression des transporteurs ABCB1 et ABCC2, dans les cellules
traitées ou non, augmentent jusqu’a environ 12 h puis diminue jusqu’a 36
h pour augmenter plus modérément jusqu’a 96 h. ABCC1 présente ce com-
portement uniquement dans le groupe témoin. Le niveau d’expression du
transporteur ABCG2 varie peu dans le temps, et semble similaire dans les
cellules controles ou exposées au CPT11.
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FiG. 2.17: Quantité d’ARN messagers des principaux transporteurs d’ef-
flux du CPT11, en présence (rouge) et absence (bleu) du médicament.
Les résultats présentés sont la moyenne (£ SEM) de deux points de données pro-
venant d’'une méme expérience.
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2.8 Etude de I’équilibre des formes lactone et car-
boxylate du CPT11

Le CPT11 existe sous deux formes selon le pH : lactone ou carboxylate.
Un pH acide favorise la formation de la forme lactone, alors qu'un pH alcalin
favorise celle de la forme carboxylate (|26]).

Le modéle mathématique

Un modéle mathématique a base d’équations différentielles ordinaires a
été construit pour étudier I’équilibre entre les formes lactone et carboxylate
du CPT11 en fonction du pH de la solution. Nous supposons la tempéra-
ture égale a 37°C'. Nous considérons que les réactions se produisent dans un
systéme contenant une solution tampon, de sorte que le pH reste constant.
C’est notamment le cas du milieu extracellulaire en culture de cellules.

Deux réactions chimiques inverses se produisent :

S — ke
A pH haut : CPTj4ctone + HO™ — CPTcarboa:ylate
R k
A pH bas : CPTeurbowyiate + H3OT —= CPTigctone + H20

La vitesse de ces réactions dépendent clairement de la concentration en ions
[H3O0T] et [HO™], et donc du pH.

Nous notons C'PT; et C'PT, les concentrations des formes lactone et car-
boxylate du CPT11 respectivement. Elles sont exprimées en p M. Nous consi-
dérons un systéme fermé dans lequel la quantité totale de CPT11 est conser-
vée : CPT.+ CP1T; = CPT;y.

Nous supposons que les réactions considérées suivent la loi d’action de
masse et utilisons la loi de conservation de la quantité de CPT11 pour obtenir
I’équation suivante pour C'P1Tj :

dCPT,;
dt

= —(k[H30") + kJHO™))CPT, + ki[H30"|C PTy0

Par définition, les concentrations des ions [H3OV1] et [HO™] dépendent
du pH comme suit : [H307] = 107PH et [HO™] = 10PH 14,

Nous introduisons ces expressions dans 1’équation 2.21 :

dC PT,

o = (k107 4 k0PI CPT + k107 CPTg
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Le pH peut étre considéré comme constant puisque nous sommes en pré-
sence d’une solution tampon. L’équation ci-dessus peut alors étre résolue
analytiquement :

COPTi(t) = (CPTi(0)~ D)e

B

- 2.21
7 (2.21)
avec A = k;107PH + k 10PH 14 ot B = k10 PHC PTit

A Téquilibre, C PT; admet la valeur suivante :

« _ B _ kj10-PH
CPI} - A — kllo_pH+kclopH_14 CPTtOt

Estimation des paramétres et validation du modéle

Nous avons utilisé les données expérimentales présentées dans les ta-
bleaux I et II de [26] pour estimer k. et k; par une méthode des moindres
carrés, utilisant l'algorithme CMAES pour la tache de minimisation (cf.
chapitre 5). Les valeurs de paramétres obtenues sont : k; = 19300 h™—! et
k. = 8.54 1079 h=! (Figure 2.18, 1 et 2). Nous avons ensuite validé notre
modeéle en le comparant aux résultats expérimentaux de la figure 6 dans [26]
qui présente le pourcentage de forme lactone a 1’équilibre en fonction du pH
(Figure 2.18, 3).

Equilibres dans les conditions expérimentales de culture des
cellules Caco-2

La solution mére de CPT11 qui a été utilisé pour les expériences sur les
Caco-2 a un pH de 4.4. Or, la culture des cellules s’est faite dans un milieu
extracellulaire de pH 7.8. Il a donc fallu ajouter la solution meére au milieu
de culture avant I’exposition aux cellules de sorte que 1’équilibre des formes
lactone et carboxylate soit atteint au moment de celle-ci. Nous avons utilisé
le modéle mathématique présenté ci-dessus pour estimer la durée nécessaire
a l'obtention de I’équilibre.

En termes numeériques, dire que la concentration de la forme lactone de
CPT11 CPT; est a I'équilibre au temps t* se traduit par :
CPT,(t*) — CPT}" < eps, ot eps peut typiquement étre fixé a 1073.

A pH 4.4, toutes les molécules de CPT11 sont sous forme lactone ([26]) :

[CPT;)(0) = [CPTiptqr]- En utilisant I’équation 2.21, nous obtenons la for-
mule suivante pour t* :

t* > 4 (In(CPT(0) — §) — In(eps)).
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= O - Data from [32]
Model

CPT11 carboxylate (ug/ml)

CPT11 lactone (pg/ml)

i
]
3

CPT11 lactone
(% of CPT11 total quantity)

oy

10

FiGc. 2.18: Estimation des paramétres et validation du modéle mathé-
matique de I’équilibre des formes lactone et carboxylate du CPT11 1 :
évolution temporelle de la transformation de la forme carboxylate en forme lactone
apH 4 (O), 5 (e) et 6 (O). 2 : évolution temporelle de la transformation de la
forme lactone en forme carboxylate & pH 6 (W), 7 (O), 8 (¢) et 9 (). 3 : Rapport
de la forme lactone sur la quantité totale de CPT11 a I’équilibre, en fonction du
pH. Les données expérimentales proviennent de [26].

Pour une concentration de CPT11 égale a 115 p M, qui est la plus grande
considérée dans nos expériences, nous obtenons : t* > 2.9 h. Nous concluons
donc que la solution mére de CPT11 doit étre ajoutée au milieu extracellu-
laire au moins 3 h avant ’exposition des cellules, pour que I’équilibre lac-
tone/carboxylate soit atteint au moment de celle-ci.
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Chapitre 3

Vers 'optimisation de

I’administration
chronomodulée du CPT11 chez
la souris

3.1 Motivations

Les rythmes circadiens de la toxicité & l'irinotecan ont été étudiés dans six
groupes de souris & savoir les trois lignées, C57BL/6, B6D2F1 et BECBAF1,
maéles et femelles. L’étude expérimentale de la survie, de la perte de poids,
et des toxicité colique et hématologique en réponse & l'administration du
médicament & plusieurs heures circadiennes a permis la détermination de
trois classes de chronotoxicité . La classe 1, les souris de la lignée B6D2F1
femelles, présentent la pire tolérabilité au CPT11 aprés une administration &
7Z'T3, et la meilleure pour une administration & ZT15. La classe 2, les souris
B6D2F1 maéles, montrent une pire heure d’administration a ZT23 et une
meilleure & ZT11. Enfin, la classe 3, les BGCBAF1 femelles présentent la pire
tolérabilité pour une injection a ZT7, et la meilleure pour ZT15 ([101]).

Nous proposons ici une approche pluridisciplinaire mathématique et ex-
périmentale dont le but est la détermination de schémas d’administration
chronomodulés optimaux pour chaque classe de chronotoxicité. Notre étude
permettra également 'investigation de biomarqueurs moléculaires des trois
classes, par la mise en évidence des rythmes circadiens de protéines jouant
un réle prépondérant dans la réponse circadienne au médicament.

L’approche de modélisation que nous avons entrepris consiste en la concep-
tion d’un modeéle PK-PD "corps entier" a base physiologique, qui est basée
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sur une étude au niveau tissulaire, réalisée préalablement in vitro ([102, 57,
59]). Le modeéle mathématique mis au point pour une population de cel-
lules en culture, présenté au chapitre 2, a été adapté pour la conception du
modéle "corps entier" de la PK-PD de l'irinotecan. Les paramétres du mo-
deéle doivent ensuite étre déterminés pour chaque classe de chronotoxicité a
partir des données expérimentales. La comparaison des trois ensembles de
paramétres pourrait permettre la détermination de biomarqueurs molécu-
laires caractérisant chaque classe. Enfin, le modéle ainsi calibré peut ensuite
étre utilisé dans des procédures d’optimisation thérapeutique permettant
de concevoir des schémas d’administration chronomodulés optimaux pour
chaque classe.

Nous présentons ici le modéle mathématique, puis 'estimation de para-
métres & partir de deux ensembles de résultats expérimentaux : la PK san-
guine et tissulaire du CPT11 et du SN38 aprés injection aux pire et meilleure
heures de tolérabilité, et les profils circadiens des protéines de la pharmacolo-
gie du CPT11. Un ensemble de paramétres a été déterminé pour la classe 2,
les souris B6D2F1 maéles, la méme étude étant en cours pour les deux autres
classes.

3.2 Le modéle mathématique "corps entier" a base
physiologique de la PK-PD du CPT11

Le modéle mathématique dit corps entier est constitué de compartiments
correspondant aux différents organes modélisés. Sont représentés : le foie,
prépondérant pour la métabolisation du médicament ; les deux cibles prin-
cipales de toxicité de l'irinotecan, a savoir, I'intestin et la mdelle osseuse ; la
tumeur, dans le but de prendre en compte 'efficacité du traitement ; le sang;
et un dernier compartiment modélisant tous les autres tissus non éliminants
(muscle, peau, etc), appelé NET pour Non-Eliminating Tissues (Figure 3.1).

Le CPT11 et ses métabolites circulent entre les compartiments par voie
sanguine ou biliaire. Le foie, la moelle osseuse, la tumeur et le comparti-
ment NET sont reliés en entrée et en sortie avec le compartiment sanguin.
L’intestin est modélisé sous la forme de deux ensembles & savoir les cellules
de la muqueuse colique et iléale, et la lumiére intestinale. Une circulation
bidirectionnelle est supposée entre ces deux compartiments. Les cellules in-
testinales effluent le médicament directement vers le foie, ce qui représente
la circulation sanguine & travers la veine porte ([58|). Les voies biliaires de la
circulation entéro-hépatique sont modélisées par une circulation du médica-
ment et de ses métabolites du foie vers la lumicre intestinale (|103]). Enfin,
la clairance rénale du médicament a lieu dans le compartiment sanguin, tan-
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Fic. 3.1: Modéle mathématique "corps entier" de la PK-PD du CPT11.

dis que la clairance intestinale a lieu dans le compartiment de la lumiére
intestinale.

Chaque compartiment contient une adaptation du modéle mathématique
de le PK-PD tissulaire de I'irinotecan présenté au chapitre 2. Nous décrivons
ici en détail cette modélisation dans chaque organe.

3.2.1 Modélisation de la PK "corps entier" du CPT11

L’absorption du CPT11 et de ses métabolites, du sang vers les organes,
est considérée comme passive pour tous les compartiments (cf. chapitre 2).
L’eflux du médicament depuis le foie, la moelle osseuse, le compartiment
NET et la tumeur vers le sang est supposé actif et assuré par des trans-
porteurs ABC. La glucuronidation du SN38 en SN38G est supposée inactive
dans le compartiment sanguin et dans le compartiment NET. L’activité des
CES pour a bioactivation du CPT11 est supposée nulle dans le compartiment
NET.

Un terme de dégradation est ajouté dans le compartiment sanguin pour
représenter la clairance rénale du CPT11, du SN38 et du SN38G ([103]). Le
compartiment de la lumiére intestinale présente un terme de clairance uni-
quement pour le CPT11 et le SN38, le SN38G étant principalement éliminé
par les reins ([104]). Les vitesses de dégradation sont supposées proportion-
nelles a la concentration du médicament et de ses métabolites.

Les échanges bidirectionnels entre les cellules de la muqueuse et de la lu-
miére intestinale impliquent des transporteurs ABC différents pour chaque
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sens ([106, 107]). Les cellules coliques regoivent en entrée le sang artériel et
excrétent activement le médicament vers la veine porte, ici modélisée par un
transport direct entre les compartiments du colon et du foie. La circulation
entéro-hépatique est représentée par un transport actif des cellules du foie
vers la bile puis la lumiére intestinale. La réaction d’activation du SN38G
en SN38 est modélisée, dans la lumiére intestinale ou la 3 — glucuronidase
bactérienne est présente, par une loi d’action de masse. Les équations diffé-
rentielles du modéle sont présentées au tableau 3.1 et 3.2.
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FOIE

d[CPTose]

‘/lum

= Csangifoie - CfOieisang + Cintifoie - —Cfoieibile - CCESffoie (31)
dt Vfoie
d|SN o Vi
M = Ssangifoie - Sfoieisang + Sintifoie - MSfoz‘eibile + CCESffoie
dt Vfoz'e
- SUGTifoie + SRCifoie - SCifoie (32)
d|SNG ¢4 Vi
M = Gsang_foie - Gfoz'e_sang + Gint_foie - MC;foie_bile + SUGT_foie(3-3)
dt Vfoie
INTESTIN
d|CPT; Vioi
M = Csangiint - ﬂcint_foie + Clum_int - Cint_lum - CCEsz‘nt (34)
dt ‘/int
d|SN; Vo
M = Ssang_int - ﬂsintifoie + Slumiint - Sintilum + CCES_int
dt ‘/int
— Svet_int + SrRC _int — SC_int (3.5)
d|SNG;, Vioi
% = Gsang_int - %Gintifoie + Glumiint - Gintilum + SUGTifoie (36)
nt

LUMIERE INTESTINALE

dt o Vium (Clntilum Clumiznt) + CfOZefblle Cclazrimt (37)
d|SNym, Vin
% = ‘/lu; (Sz‘ntilum - Slumiint) + Sfoieibile — Sclairiint + Gbeta (38)
A[SNGrum] _ Vim
dt - ‘/lum (Gzntilum Glumilnt) + GfOZeibzle Gbeta (39)
MOELLE OSSEUSE
d|CPT,
% - Csang_moel - Cmoel_sang - CCES_moel (310)
d SNmoe
% = Ssangimoel - Smgelisang + CCESimOel _ SUGTimoel
+ SRCimoel - SCimoel (311)
A[SNGmoe
% = Gsangimoel - Gm@elﬁsany + SUGTifoie (3.12)
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NET

d[CPTypr]

dt = Csang_NET = CNET _sang (3.13)
d|SN,
% SsangiNET - SNETisang + SRCfNET — SCiNET (314)
A[SNG N T
% = Geang NET = GNET _sang (3.15)
TUMEUR
d|CPT,
% = Csang_tumeur - Ctumeur_sang - CCES_tumeur (316)
d|SN;
% - Ssangft“mew’ B Stumew’,sang + CCEsitumeur - SUGTitumew
+ SRCftumeur - SCitumeur (317)
d|SNG
% = Gsang_tumeur - Gtumeur_sang + SUGT_tumeur (318)
SANG
d|CPT, Ve Vi
% = ‘/sfao:Leg (Cfoieisang - Csangifoie) - ﬁi;csang—mt
Vimoel VNET
+ Vmoe (Cmoelisang - Csangimoel) + V—(CNET_sang — CSang_NET)
sang sang
Vi
+ ;ﬁ;meur (Ctumeurisang - Csangitumeur) - CCEstang — Cclair_ren (319)
sang
d|SN, Ve Vi
% = ‘/sfao:Leg (Sfoz‘eisang - Ssangifoie) - ﬁssang_int
Vimoel VNEeT
+ Vmoe (Smoel_sang - Ssang_moel) V. (SNETisang — SsangiNET)
sang sang
Vi
+ ;ﬁ;meur (Stumeurisang - Ssangitumeur) + CCEstang — Sclair_ren (320)
sang
dl[SNG Veoi Vi
% = ‘/sf::ig (Gfoieisang - Gsangifoie) - ﬁGSang_int
Vimoel VNer
+ Vmoe (Gmoel_sang - Gsang_moel) V. (GNETisang — GSanngET)
sang sang
Vi
+ ;}Lmeur (Gtumeurisang B Gsangitumeur) - Gclair_ren (321)
sang
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TaB. 3.1: Equations du modéle "corps entier" de la PK-PD du CPT11. int signifie
intestin, lum signifie lumiére intestinale, moel signifie moelle osseuse. Les flux sont décrits au
tableau 3.2.
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Absorption cellulaire (organe signifie foie, intestin, moelle osseuse, tumeur ou

NET)

Csang_organe = kupCPT_organe [CPTsang] (322)
Ssang_organe = kupSN_organe[SNsang] (323)

Gsang_orgame

kupSN_organe [SNGsang] (324)

Transport actif (organe signifie foie, méoelle osseuse, tumeur ou NET)

Corganeisang
Sorganeisang

Gorgane_sang

Cintilum
Sint_lum
Gintilum
Clumiint
Slum_int

Glumiint

VeffCPT[ABC_CPT] [CPTOTgane]

Kepropr + [CPTorgane (3.25)
Verrsn[ABC _SN][SNorgane] (3.26)
Kerrsn + [SNorgane)
Verpsn[ABC _SN]ISNGorgane] (3.27)
Kerrsn + [SNGorganel
Vint_tumcpr[ABC _CPT _int_lum][C PTiy (3.28)
Kint tumcpt + [CPTiny] '
Vint_tumsN[ABC _SN _int _lum|[S N, (3.20)
Kint_tumsN + [SNint]
Vint_tumsN[ABC _SN _int _lum][SNGin] (3.30)
Kint_tumsn + [SNGini
Vium_intopr[ABC _CPT _lum _int][C PTiym) (3.31)
Kium_intcpr + [CPTym] '
Vium_intsN[ABC _SN _lum _int]|[S Niym] (3.32)
Kium_intsN + [SNium]
Vium _intsN[ABC _SN _lum_int][SNGiym| (3.33)

KlumiintSN + [SNGlum]
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Bioactivation de CPT11 en SN38 (organe signifie sang, foie, intestin, moelle
osseuse, ou tumeur)

VCESforgane [CES] [CPTorgane]
KCES + [CPTorgane]

CCESforgane = (334)

Glucuronidation de SN38 en SN38G (organe signifie foie, intestin, méelle os-
seuse, ou tumeur)

VUGT organe [UGT] [SNorgane]
S, organe — = 3.35
UGT _org KUGT + [SNorgane] ( )

Circulation entéro-hépatique

‘/bileCPT [ABC_CPT_b’Ll@] [CPTfoie]

C ote in 3.36
fote_int Kyieccpr + [CPTfoic] (3.36)
ViitesN[ABC SN _bile][SNorgane
Sfoie int bl SN[ — _ 6][ g ] (337)
- KbileSN + [SNfoie]
ViitesNIABC SN bile][SNGoroane
Gfoie int  — bl SN[ — 7 6][ J ] (338)
- Kpitesn + [SNG foie]
[-glucuronidase
Gbeta = V;)eta [SNGlum]Kbeta + [SNGlum] (339)
Clairances rénale et intestinale
Cclairiren = krenCPT[CPTsang] (340)
Sclairiren = krensN [SNsang] (341)
Gclairiren = krenSNG [SNGsang] (342)
Cclairiint = kintCPT[CPTlum] (343)
Sclair_int = kintSN [SNlum] (344)
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PD (organe signifie foie, intestin, méelle osseuse, ou tumeur)

SCiorgane

- kf2 [DNATOPlOTgane] [SNOT‘gane] (345)
SRCforgane = kr2 [Complorgane] (346)

TAB. 3.2: Flux des équations du modéle "corps entier" de la PK-PD du
CPT11 . Les équations sont présentées au tableau 3.1, les valeurs de parameétres
au tableau 3.4

3.2.2 DModélisation de la PD "corps entier" du CPT11

La tumeur, 'intestin et la moelle osseuse étant des tissus hautement pro-
liférants, I'influence du cycle cellulaire sur la PD du CPT11 a été ajoutée
au modéle présenté au chapitre 2, qui représentait des cellules quiescentes.
Le taux de conversion des complexes réversibles ADN/TOP1 /irinotecan en
dommages a ’ADN irréversibles dépend en effet de la phase du cycle dans
laquelle se trouve la cellule. En phase de syntheése, les fourches de réplica-
tion qui parcourent I’ADN sont plus nombreuses. Elles créent plus de colli-
sions avec les complexes réversibles et donc d’avantage de cassures simple ou
double brin. Ce mécanisme moléculaire expliquerait pourquoi le CPT11 est
spécifiquement toxique pour les cellules en phase S ([16]).

La cycline A (|CycA]) est utilisée dans le modéle mathématique comme un
marqueur de la phase S (|110]). Le paramétre de conversion des complexes
réversibles en dommages irréversibles est supposé proportionnel & la concen-
tration de cycline A. Les équations de la PD du CPT11 sont donc adaptées
du modéle mathématique a I’échelle tissulaire comme suit :

d[TStPl] = kftop — katop[TOP1] — k1 [TOP1][DN Afree] 4+ ket [DNATOP1] + ko [Compl]
% k1 [TOP[DN Agyec] — k2 DNATOP1)[SN] — k1 [DN ATOPI]

w = kp2[DNATOPI|[SN] — ky2[Compl] — kirr[CycAl[Compl]

w k1rr [CycAl[Compl]

La PD du CPT11 a été modélisée dans le compartiment tumoral, pour si-
muler 'efficacité du médicament, et dans les compartiments de l'intestin et de
la moelle osseuse, pour représenter les toxicités du traitement. Le paramétre
ki a été fixé & zéro dans le compartiment du foie, et dans le compartiment
NET, dans la mesure ol aucune toxicité, autre qu’intestinale et hématolo-
gique, n’a été observée expérimentalement aprés administration de CPT11
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([101]). Le compartiment sanguin ne présente pas de modélisation de la PD
du CPT11 ce qui suppose que la toxicité envers les cellules sanguines n’a lieu
que dans la moelle osseuse, ou elles proliférent. Les paramétres de la phar-
macodynamie kg1, ky1, ko, kr2, ke ont été supposés identiques dans tous les
compartiments ou ils apparaissent (Tableau 3.4).

3.2.3 Modélisation des concentrations de protéines de la phar-
macologie du CPT11

Nous avons modélisé les rythmes circadiens des protéines CES, UGT, Cyc
A, TOP1 et des transporteurs d’eflux du CPT11, SN38 et SN38G dans
chaque compartiment ou ces variables apparaissent par ’équation 2.11 (cf.
chapitre 2). Nous avons supposé une période de 24 h pour toutes les varia-
tions circadiennes. Pour le cas particulier de la Topl, les termes de réactions
présentés a I’équation 3.47 sont ajoutés.

3.2.4 Etat initial

A Tinstant initial, le médicament est administré par voie intraveineuse.
Concernant les variables représentant le médicament, seule C' P14y, est non
nulle et fixée a 860 M, ce qui correspond a la dose de 50 mg/kg pour une
souris B6D2F1 maéle pesant en moyenne 26 g. Les variables de la PD sont
supposées a leur valeur d’équilibre (cf. chapitre 2). Les valeurs initiales des
protéines présentant une variation circadienne sont fixées a celles qu’elles
prennent au ZT d’injection.

3.3 Estimation des parameétres pour la classe 2

Un ensemble de paramétres peut étre estimé pour chaque classe de souris,
en ajustant le modeéle aux résultats expérimentaux. Nous présentons ici les
résultats préliminaires obtenus pour la classe 2, les souris B6D2F1 maéles, la
méme étude étant en cours pour les deux autres classes de chronotoxicité.
Deux sortes de données expérimentales ont été utilisées pour déterminer les
valeurs des paramétres : d’une part, les concentrations sanguines et tissulaires
(foie, colon, moelle osseuse, tumeur) du CPT11 et du SN38, aprés injection
de CPT11 aux pire et meilleure heures circadiennes de tolérabilité ; et d’autre
part, les profils circadiens des quantités de protéines de cesl, ugtlal et topl
dans le foie; cesl, ugtlal, topl et cycline A2 dans le colon; et abcc2 dans
I’iléon.

Les estimations de paramétres ont été réalisées par la méthode des moindres
carrés, dans laquelle la tdche de minimisation de la fonction colt a été ef-

fectuée par l'algorithme CMAES (cf. chapitre 5). Les valeurs initiales des

107



paramétres ont été fixées a celles déterminées pour les cellules Caco-2 (Ta-
bleau 2.2, chapitre 2).

Estimation des parameétres circadiens des protéines de la phar-
macologie du CPT11

Pour I’étude expérimentale des variations circadiennes des protéines d’in-
térét, les souris ont été synchronisées par une alternance de 12 h de lumiére,
et 12 h d’obscurité (LD 12 :12, cf. chapitre 1). Les animaux sont sacrifiés
aux heures circadiennes indiquées et les tissus sont prélevés. Les rythmes
circadiens des protéines sont ensuite mesurés par immunohistochimie. Sont
mesurés : cesl, ugtlal et topl dans le foie; cesl, ugtlal, topl et cyclin A2
dans le colon; et abce2 dans 'iléon ([101]).

L’équation 2.11 est calibrée aux données expérimentales, qui ont été nor-
malisées en les divisant par leur valeur moyenne (Figure 3.2). M et kg sont
fixés & 1 de sorte que la valeur moyenne des quantités simulées de protéines
soit égale a4 1. L’amplitude A est recherchée entre 0 et 1, et la phase ¢, entre
0 et 24 h.

Pour déterminer la valeur initiale de la quantité de protéines nécessaire
a la simulation de I’équation 2.11, la recherche de paramétres optimaux est
effectuée une premiére fois, avec une condition initiale fixée a 1. Ensuite, la
valeur au temps t = 24 h de la courbe optimale ainsi obtenue est utilisée
comme valeur initiale. La recherche des paramétres A et ¢ est alors relancée
avec la nouvelle condition initiale pour déterminer les valeurs finales (Tableau
3.3). Il est a noter que la condition initiale n’a que trés peu d’influence sur
I’amplitude et la phase estimées, puisqu’elle ne fait varier que leur deuxiéme
décimale.

Les valeurs présentées au tableau 3.3 sont utilisées pour fixer les ampli-
tudes A et phases ¢ de CES, UGT et TOP1 dans les compartiments du foie
et de l'intestin. Les rythmes de la TOP1 et de la CycA sont fixés a ceux du
colon dans la méelle osseuse, et sont considérés constants dans le comparti-
ment tumoral. Par souci de simplification, nous ne supposons aucun rythme
circadien dans le compartiment NET et le sang.

Dans la mesure ot peu de données biologiques sont disponibles sur la ryth-
micité des transporteurs, nous avons supposé plusieurs hypothéses simplifi-
catrices. Tout d’abord, les transporteurs d’eflux du foie vers 'intestin et vers
le sang sont supposés présenter les mémes variations circadiennes. Ensuite,
une rythmicité circadienne est considérée pour le transport de l'intestin vers
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Protéines A (wa.h™!) Phase (h)
FOIE

cesl 0.25 18.85
topl 0.19 2.0
ugtlal 0.48 22.09
COLON

cesl 0.13 23.93
topl 0.09 9.1
ugtlal 0.2 7.7
cycline A2 0.14 0.63
ILEON

abcc2 1 7.25

TaB. 3.3: Valeurs des paramétres circadiens des protéines de la phar-
macologie du CPT11, pour la classe 2. Valeurs estimées par la méthode des
moindres carrées. u.a. = unités arbitraires

la lumiére intestinale, mais pas pour le transport dans ’autre sens. Les trans-
porteurs de I'intestin vers le foie sont supposés avoir les mémes rythmes que
ceux vers la lumiére intestinale. L’ensemble des rythmes de transporteurs
d’eflux est directement inféré des données de PK, comme décrit dans la
partie suivante (Tableau 3.5).
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Fia. 3.2: Variations circadiennes des protéines de la pharmacologie du CPT11, chez
la classe 2 Les points de données sont la moyenne de 10 & 15 animaux (+ SEM). L’équation
2.11 a été calibré aux résultats expérimentaux par une méthode de moindres carrés (cf. chapitre

5). Les valeurs de paramétres obtenues sont présentées au tableau 3.3.
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Estimation des paramétres pour la classe 2, & partir des don-
nées de la PK circadienne sanguine et tissulaire du CPT11 et
du SN38

Les parameétres cinétiques du modeéle "corps entier" ont été estimés par
comparaison aux données de PK sanguine et tissulaire du CPT11 et du
SN38, apreés injection de CPT11 aux pire et meilleure heures circadiennes de
tolérabilité. L’estimation des paramétres a été réalisée par une méthode des
moindres carrés, la tdche de minimisation étant effectuée par 'algorithme
CMAES (cf. chapitre 5).

Pour I'étude expérimentale de la PK du CPT11 et du SN38, les souris ont
été synchronisées en LD 12 :12. Pour la classe 2, I'irinotecan a été adminis-
tré par intraveineuse a ZT11 (meilleure heure de tolérabilité) et ZT23 (pire
heure), a la dose de 50 mg/kg. Les animaux ont été sacrifiés 30 min, 1, 2, 6
et 18 h aprés l'injection du médicament et les concentrations de CPT11 et
SN38 ont été mesurées dans le sang, le foie, 'intestin, la moelle osseuse et la
tumeur ([101]).

Pour chaque compartiment, la concentration expérimentalement observée
de CPT11 est comparée a la variable mathématique la représentant dans 1’or-
gane : CPT,,gane. Les concentrations de SN38 sont comparées & la somme
SNorgane + COMPL + Icompl puisque la méthode expérimentale utilisée
évalue la totalité du SN38 présent dans le milieu intracellulaire. Les para-
métres sont recherchés de sorte que les concentrations mesurées et simulées
soient les plus proches possibles, pour les cing points de temps (30 min, 1,
2, 6 et 18 h) aprés l'injection aux deux heures circadiennes (ZT11 et ZT23).

Par souci de simplification, les paramétres d’absorption et de transport
actif du SN38G ont été considérés identiques & ceux du SN38, & I'exception
de ceux de la circulation entéro-hépatique. De plus, nous avons supposé que
les paramétres K'm des cinétiques michaeliennes étaient identiques dans tous
les compartiments. Nous les avons supposés égaux aux valeurs déterminées
par l'étude sur les cellules Caco-2 (cf. tableau 2.2). Ainsi nous avons fixé
Keops = 146uM, Kygr = 2.85uM et les Km de tous les transporteurs de
CPT11 et SN38 respectivement a 47.8uM et 1.6uM

Les valeurs de paramétres de la PD utilisés sont celles déterminées par
I'étude sur les cellules Caco-2 présentées au chapitre 2 (cf. tableau 2.2).

Les volumes des organes sont extraits de la littérature ([105, 101]) : Vigng

= 1.7 mL; Vige = 1.3 mL; Vi = 1.5 mL; Vipey = 1.8 mL; Vygr = 16
mL; Viumewr = 1 mL.
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Absorption cellulaire (h—1)

kupCPTifoie
kupCPTiint
k'upCPT_moel
kuwpcpr NET

kupCPTitumeur

0.16, kupSNifoie =0.05
0.048, kypsn _int = 0.48
0.008, kupsSN _moet = 0.9
0.4, kupsy ~ET = 0.23
0.021, kupsN _tumeur = 0.45

Transport actif (uMh~1)

Vfoie_sangCPT = 14
Vfoie_sangSN = 28
Vmoel_sangCPT = 17
Vmoel_sangSN = 6000
VNET sangcpr = 60
VNET_sangSN = 8
V%umeurisangCPT = 17
V%umeurisangSN = 30
V;nt_lumCPT = 60
V;ntilumSN = 0.002
V;ntilumSNG = 15
Wum_intCPT = 0.001
Wum_intSN = 15
VzumiintSNG = 0.001
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Bioactivation de CPT11 en SN38 (uMh~1)

Vees sang = 10.5
VeEes foie = 35
Vees it = 0.02
Vees moa = 10
Vers tumewr = 0.001

Glucuronidation de SN38 en SN38G (uMh~1)

Vver foie = 80
Vver _int = 20
Vuer moer = 5000
Vver tumewr = 300

Circulation entéro hépatique (uMh~1)

Voitecpr = 0.01
Voitesy - = 0.4uM
(B-glucuronidase
%eta = 20MMh_1, Kbeta = ].OMM
Clairances (h™1)
k'r‘enCPT = 4.2
krenSN = 0.3
krenSNG = 0.5
kintcpr = 1
kintSN = 8

TAB. 3.4: Valeurs des paramétres du modéle "corps entier" de la PK-PD
du CPT11 Les paramétres ont été estimés par une méthode des moindres carrées,
en utilisant algorithme CMAES pour la tiche de minimisation (cf. chapitre 5)

Les valeurs des paramétres obtenues sont présentées au tableau 3.4. Le modéle
ainsi calibré reproduit de fagon satisfaisante les données expérimentales (Figure
3.3 et 3.4). Cependant, le rebond de la concentration intestinale de CPT11, aprés
injection & ZT11 n’est pas capturé par la modélisation. Les concentrations sanguines
de SN38 sont sous-estimées par le modéle dans les premiéres heures aprés I'injection,
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génes A (u.a.) ¢ (h)
ABC_CPTioic sang | 09 6.5
ABC_SNjvic sang 0.75 16
ABC_CPTint tum 0.2 7.8
ABC_SNint um 0.6 22.5
ABC_CPTyotic_sang | 04 9.78
ABC _SNuyocile sang 0 -
UGT ocite 0.5 7
ABC_CPThumeur sang | 0.9 6.2
ABC _SNiumeur _sang 0 -
CEStumeur 0 -
UGTumeur 0 -

TAB. 3.5: Paramétres des rythmes circadiens des protéines de la phar-
macologie du CPT11. Les paramétres sont estimés & partir des données de PK
sanguine et tissulaire.

ce qui est probablement & I'origine de la sous-estimation des concentrations de SN38
dans la moelle osseuse durant ce laps de temps.

Le CPT11 semble étre absorbé principalement par les cellules du foie, et du
compartiment NET. Une forte absorption du SN38 est observée dans les organes
cibles (colon et moelle osseuse) et dans la tumeur, comparé aux autres organes.

Le CPT11 est principalement bioactivé en SN38 dans le foie. La métabolisation
semble également active dans le sang et la méelle osseuse. L’activité des carboxyles-
térases a été estimées quasi-nulle dans le colon, compartiment dans lequel le SN38
n’apparait que 2 heures aprés l'injection, malgré la présence du CPT11 30 min
aprés celle-ci. Enfin, la tumeur ne semble pas métaboliser le CPT11 en SN38.

La désactivation du SN38 en SN38G sous 'action des enzymes UGTSs est estimée
trés active dans la moélle osseuse. Elle se produit également dans la tumeur, le foie
et le colon.

3.4 Discussion et perspectives

Un modéle "corps entier" & base physiologique de la PK-PD du CPT11 a été
concu. L’estimation de ses paramétres a été réalisée pour la classe 2, pour laquelle
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le modéle calibré fournit des résultats numériques cohérents avec les données expé-
rimentales. La méme étude est en cours pour les classes 1 et 3 de chronotoxicité.
La détermination d’un ensemble de paramétres pour chaque classe permettra leur
comparaison dans le but de mettre en évidence des différences au niveau molé-
culaire. Le modéle permettra également l'investigation de biomarqueurs molécu-
laires dont les rythmes seraient responsables des variations circadiennes d’activité
du CPT11. L’optimisation de I'administration chronomodulée de l'irinotecan pour
chaque classe de chronotoxicité est la principale perspective. L’application de pro-
cédures d’optimisation sur le modéle calibré permettra la détermination de schémas
d’injection optimaux, comme cela a été réalisé pour ’étude in vitro au chapitre 2.

Dans le compartiment tumoral, 'estimation des variations circadiennes des pro-
téines impliquées dans la PK du CPT11 nous permet de conclure & un rythme
uniquement dans 'eflux du CPT11. Cela suggére qu’il n’y aurait peut-étre pas
d’organisation circadienne dans la tumeur, et que ces différences circadiennes de
pharmacocinétique seraient la conséquence de variations de la perméabilité des cel-
lules saines environnantes. Ainsi, un rythme de ’absorption du CPT11 et de ses
métabolites devrait étre envisagé dans le modéle mathématique.

Des donnés de chronotoxicités intestinale et hématologique, ainsi que des données
de chronoefficacité antitumorale sont disponibles pour les trois classes. Elles vont
étre utilisées pour évaluer les paramétres circadiens de la TOP1 et de la CycA dans
ces trois compartiments. Les paramétres de PD, directement inférés de ’étude sur
les cellules Caco-2, pourront également étre adaptés.

Des expériences in-vitro sur du sang humain ont montré que le CPT-11 et le SN-
38 se liaient a certains composants sanguins : protéines plasmatiques, plaquettes
et globules rouges ([108, 109]). L’étude conduite dans [109] rapporte une fixation
plasmatique du CPT-11 a hauteur de 60 & 66% dans une large gamme de concen-
trations : 100 & 4000 ng/mL, tandis que la fixation du SN-38 s’est révélée plus
élevée puisque comprise entre 94 et 96% pour des concentrations allant de 50 a 200
ng/mL. Ces fractions libres et liées vont étre intégrées dans une future version du
modéle. De méme, les voies de métabolisation du CPT11 par les cytochromes P450
n’ont pas été considérées dans cette étude et devraient étre intégrées au modéle.
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Chapitre 4

Etude du controle de
I’oncogéne SRC sur la voie
mitochondriale de 'apoptose

4.1 Motivations

L’étude moléculaire des tissus normaux et tumoraux d’un patient permet la mise
en évidence de mutations critiques expliquant la différence de comportement des
cellules saines et cancéreuses en réponse aux médicaments. Nous proposons ici une
approche combinée expérimentale et mathématique dont le but est d’optimiser la
stratégie thérapeutique a adopter pour chaque patient, en fonction de son profil
moléculaire. Il s’agit d’exploiter de fagon optimale les différences entre tissus sains
et cancéreux dans le but de cibler la tumeur et limiter la toxicité du traitement.

Nous mettons ici en oeuvre cette approche pluridisciplinaire in vitro et in silico
pour déterminer la stratégie optimale dans le cas de fibroblastes de souris NIH-
3T3 non transformés, qui joueront le role des cellules saines, et des mémes cellules
transfectées avec 'oncogéne v-src, qui représenteront les cellules cancéreuses. Cette
mutation a été choisie parce que la tyrosine kinase SRC est dérégulée dans de
nombreux cancers tels que le cancer colorectal, le cancer du sein, des poumons, de
la prostate et du pancréas ([111, 112, 113]).

L’étude expérimentale, & 1’échelle moléculaire, des fibroblastes NIH-3T3 paren-
taux et transformés v-src a été précédemment réalisée et révéle des différences au
niveau de la voie mitochondriale de I'apoptose. La surexpression de la tyrosine ki-
nase SRC dans les cellules transformées a pour conséquence ’activation de la voie
RAS / RAF/ MEK1/2 / ERK1/2 qui favorise la phosphorylation de la protéine
pro-apoptotique BIK, menant & son ubiquitylation et dégradation par le protéa-
some. La quantité de BIK est ainsi fortement diminuée dans les cellules v-src, ce
qui pourrait étre & l'origine de leur résistance a la plupart des traitements antitu-
moraux ([114]). Plusieurs lignées de cellules cancéreuses humaines présentant une
dérégulation de c-src montrent les mémes mécanismes moléculaires résultant en une
résistance a 'apoptose ([114]).
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Notre étude a pour but la détermination de stratégies thérapeutiques qui anni-
hilent cette résistance, en engendrant une tolérabilité acceptable. Pour cela, nous
avons entrepris une approche de biologie systémique : un modéle mathématique de
la voie mitochondriale de I’apoptose a été construit & partir des données de la litté-
rature et des résultats expérimentaux existants sur les cellules NIH-3T3. Il a ensuite
guidé de nouvelles investigations expérimentales afin d’étudier la réponse molécu-
laire des cellules transformées ou non, a un stress apoptotique. Enfin, le modéle a
été calibré aux résultats biologiques obtenus et utilisé dans des procédures théo-
riques d’optimisation dont le but est la détermination de stratégies thérapeutiques
optimales pour le systéme biologique étudié.

4.2 L’oncogéne SRC et la voie mitochondriale de
P’apoptose

4.2.1 La tyrosine kinase SRC

La tyrosine kinase SRC est impliquée dans de nombreuses fonctions de la cellule
parmi lesquelles la survie cellulaire, la prolifération, la motilité ou I’adhésion ([115]).
Le déréglement de son expression a été décrit dans de nombreux cancers. Il favorise
la tumorogénése et la progression tumorale ([111, 112, 113, 116]).

Plusieurs molécules ont été développées pour annihiler la résistance due a une
surexpression de SRC. Des agents thérapeutiques inhibant ces protéines, tels que le
dasatinib, sont actuellement utilisés en clinique chez les patients cancéreux ([117,
118, 116]). L’herbimycine est un inhibiteur largement utilisé dans les études in vitro,
qui cible préférentiellement la tyrosine kinase SRC ([119]).

4.2.2 La voie mitochondriale de ’apoptose et les protéines
de la famille BCL2

La voie mitochondriale de ’apoptose dans les cellules de mammiféres implique
les protéines de la famille BCL2 qui sont habituellement regroupées en deux ca-
tégories : les anti-apoptotiques et les pro-apoptotiques ([120]). Les protéines anti-
apoptotiques, telles que BCL2, BCL-XL, ou MCL-1, inhibent les protéines pro-
apoptotiques en les emprisonnant dans des complexes qui, pour la plupart, ne se
dissocient pas spontanément ([121]). La catégorie des protéines pro-apototiques est
généralement divisée en deux sous-groupes : les protéines multidomaines effectrices,
de type BAX, qui sont capables de perméabiliser la membrane mitochondriale ex-
terne (MME) une fois activées, et les protéines BH3-only. La famille des BH3-only
est elle-méme divisé en deux sous-catégories : les protéines activatrices, telles que
tBID, BIM ou PUMA, qui déclenchent ’activation des protéines effectrices; et les
protéines sensibilisatrices, qui libérent les protéines effectrices et activatrices des
complexes avec les molécules anti-apoptotiques ([123, 124]).

Les protéines de type BAX sont sous une forme inactive, en conformation spatiale
fermée, en conditions non-apoptotiques. Au cours de ’apoptose, elles s’ouvrent
spatialement et sont alors capables de s’insérer dans la MME. Une fois insérées dans
la membrane, les molécules s’oligomérisent pour former des pores qui permettent le
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relargage dans le cytoplasme de facteurs apoptogéniques tels que le cytochrome C
([125, 126, 127]). Le cytochrome C est relaché de fagon rapide et irréversible dans
le cytoplasme ou il active la cascade de caspases qui méne la cellule & ’apoptose
([128, 121]). Moins de 10% de la quantité totale de protéines BAX semblent étre
activés durant ’apoptose ([126]). De plus, les molécules de BAX en conformation
ouverte, mais non oligomérisées, peuvent se refermer spontanément en leur forme
inactive ([129]).

Les protéines BH3 activatrices, telles que tBID, Bim et PUMA, sont capables
d’activer les protéines effectrices telles que BAX ou BAK ([141, 142]). Aprés un
stress apoptotique, le niveau d’expression de PUMA augmente durant ’apoptose,
possiblement par l’activation de la protéine p53 qui favorise sa transcription ([143]).
La protéine BID, quant & elle, est activée par troncature en tBID, sous ’action
enzymatique de la caspase 8 ([144]).

La classification de la protéine BH3-only BIK est toujours a I’étude. Elle pour-
rait jouer le role de protéine sensibilisatrice puisque son affinité avec les molécules
anti-apoptotiques est supérieure a celle des protéines BH3 activatrices, ce qui sug-
gére qu’elle serait capable de remplacer les BH3 activatrices dans les complexes
avec les molécules anti-apoptotiques ([130]). De plus, & notre connaissance, aucune
interaction directe entre BIK et la protéine BAX n’a été démontrée.

Plusieurs stratégies antitumorales visent & rétablir la capacité d’apoptose des cel-
lules cancéreuses ([131]). En particulier, des inhibiteurs de protéines anti-apoptotiques,
tels que ’ABT-737 ou l'oblimersen, sont actuellement évalués dans des essais cli-
niques ([132]). Cette stratégie est déja utilisée en culture de cellules ([133], [134]).
Une autre méthode expérimentale permettant de restaurer la capacité d’apoptose
consiste & augmenter ’expression des molécules pro-apoptotiques telles que BAX,
BIK ou p53 ([135, 136, 137, 138]).

4.3 Etude expérimentale et mathématique de la voie
mitochondriale de I’apoptose dans les fibroblastes
NIH-3T3 parentaux et transformés

Nous avons entrepris une approche combinée expérimentale et mathématique
dont le but est la détermination de stratégies thérapeutiques optimales dans le
cas des fibroblastes NIH-3T3 parentaux, qui représentent les cellules saines, et les
fibroblastes transformés v-src, qui jouent le role des cellules cancéreuses. Nous dé-
crivons, tout d’abord, les résultats expérimentaux existants concernant les protéines
de la famille BCL2 présentes dans les fibroblastes ([114]). Nous avons ensuite étu-
dié mathématiquement et expérimentalement la dynamique de la protéine BIK en
conditions normales, puis durant un stress apoptotique. Un modéle mathématique
de la voie mitochondriale de I’apoptose a été construit et calibré aux données expé-
rimentales. Des procédures d’optimisation nous ont ensuite permis de déterminer
les combinaisons de médicaments théoriquement optimales.
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4.3.1 Méthodes expérimentales

La culture des fibroblastes parentaux et transformés v-src a été réalisée comme
décrit dans [114]. La concentration d’exposition & la staurosporine était de 2 pM.
Quand cela est indiqué, les cellules ont été pré-incubées avec du ABT-737 (1 puM)
24 h avant I'exposition & la staurosporine. Les quantités de protéines ont été mesu-
rées par immunoblot, comme décrit dans [114]. La localisation intracellulaire de la
protéine BIK a été réalisée par microscopie confocale (cf. chapitre 6).

4.3.2 Protéines de la famille BCL2 présentes dans les fibro-
blastes NIH-3T3 transformés ou non.

L’expression des protéines de la famille BCL2 en conditions non-apoptotiques a
été expérimentalement étudiée dans les fibroblastes NIH-3T3 parentaux et transfor-
més v-src ([114]). Les protéines anti-apoptotiques présentes étaient BCL2, MCL-1
et BCL-XL. BCL2 et MCL-1 présentaient une localisation aux mitochondries, alors
que BCL-XL était préférentiellement cytosolique, ce qui est en accord avec les don-
nées de la littérature (Figure 4.1, [140]). BAX, la seule protéine effectrice présente,
était localisée dans le cytoplasme ou faiblement liée aux mitochondries. Ses molé-
cules ont migré aux mitochondries aprés le stress apoptotique ([114]).

Les seules molécules BH3 activatrices présentes étaient PUMA et BID (Figure
4.1). Les protéines BH3 sensibilisatrices exprimées dans les fibroblastes NIH-3T3
étaient BIK et BAD. BAD ne semble pas avoir jouer un role majeur dans la réponse
des cellules aux différents stress apoptotiques ([114]). BIK était localisé dans le
cytoplasme en conditions non-apoptotiques (Figure 4.1).

Les différences d’expressions protéiques entre les deux lignées de fibroblastes por-
taient, tout d’abord, sur la quantité beaucoup plus faible de BIK dans les cellules
v-src. La phosphorylation de BIK sous le contréle de la tyrosine kinase SRC a pour
conséquence une quantité de protéines BIK dans les cellules v-src environ égale a
0.2 fois celle présente dans les cellules non transformées ([114]). La quantité totale
de protéines BAX est, quant & elle, augmentée d’un facteur 2.2 dans les cellules
v-src, comparé aux cellules normales, celle de BID diminuée d’un facteur 0.8, et
celle de BCL2 diminuée d’un facteur 0.6 (Figure 4.1, [114]).

4.3.3 Cinétique de BIK en conditions non-apoptotiques

Nous avons, tout d’abord, construit un modéle mathématique de la cinétique de
la protéine BIK en conditions non-apoptotiques. Nous notons respectivement [BI K|
et [BIK,| les concentrations intracellulaires de protéines BIK et BIK phosphorylée,
c’est-a-dire associée & un ou plusieurs groupes phosphate (POy).

Le niveau d’expression de BIK est supposé résulter de la somme d’une forma-
tion, ayant lieu & la vitesse kfprx, et d'une disparition de [BIK]| par phosphory-
lation. Cette phosphorylation se produit soit spontanément, & une vitesse kgprx,
soit consécutivement a 'activation de 'oncogéne SRC, qui est modélisée par une
cinétique de Michaelis-Menten de paramétres V, et K, (Figure 4.2, [114]). Nous
considérons que la phosphorylation spontanée des protéines BIK a lieu au méme
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Fi1G. 4.1: Protéines de la famille BCL2 présentes dans les cellules NTH-3T3
contrdles ou transformeées v-src, en conditions non-apoptotiques. 10000g
SN : protéines dans le cytoplasme; Mito. pellet : protéines faiblement liées aux

mitochondries; NasCOs pellet : protéines insérées dans la MME. Figure adaptée
de [114].

taux dans les fibroblastes normaux et transformés. La concentration de molécules
d’ATP, nécessaires a la phosphorylation, a été supposée beaucoup plus grande que
celle de BIK et a donc été considérée constante. Elle est implicitement intégrée aux
parameétres kgprx et V,. Les protéines BIK,, sont ensuite ubiquitinées avant leur
dégradation par le protéasome :

d[BIK] V,[BIK]

= — BIK| - ————= 4.1

7 kfprr — kaprx| ] K, + [BIK] (4.1)
d[BIK,] V,|BIK]

7 = kdB]K[BIK] + Kp T [BIK] — kUb[BIKp] (42)

kup n’a pas d’influence sur la cinétique de BIK et a donc été arbitrairement fixé
& 1. Les paramétres kqprr, Vp et K, ont été estimés pour les cellules normales,
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FiG. 4.2: Cinétique de BIK en conditions normales Les protéines BIK sont
phosphorylées (BIK,) avant leur ubiquitination et dégradation par le protéasome.
Cette phosphorylation s’effectue spontanément dans les fibroblastes NIH-3T3 pa-
rentaux, et est augmentée sous l'activité enzymatique des tyrosines kinases SRC
dans les cellules transformées v-src.

et les cellules transformées v-src, exposées ou non & I'herbimycine, un inhibiteur
de tyrosines kinases SRC. Pour cela, nous avons comparé le modéle mathématique
aux données expérimentales présentées a la figure 3 de [114] et avons également
imposé que le ratio des concentrations de BIK entre les cellules v-src et normales
soit proche de 0.2 ([114], Figure 4.3).

Pour les expériences de la figure 3 de [114], la formation de protéines est to-
talement inhibée, ce qui revient a fixer ksp;; = 0 dans I’équation 4.1. Une large
quantité de BIK, que nous noterons BIK;,;;, est transfectée aux cellules a 'instant
initial, et la quantité de BIK est ensuite mesurée durant 4 h. Nous recherchons donc
simultanément les valeurs optimales de BIK;n;:, kapri, et de Vj, et K, pour les
cellules parentales, et les cellules transformées, en présence ou non d’herbimycine.
L’inhibiteur de SRC est modélisé¢ par une diminution de 98% de la valeur de V,,
dans les fibroblastes v-src exposés ([119]). La méthode des moindres carrés a été
utilisée pour l'estimation de parameétres (cf chapitre 5).

La valeur obtenue du parameétre de phosphorylation spontanée est kyprx=0.004
min~!. La phosphorylation sous le contréle des kinases SRC est estimée presque
nulle dans les cellules non transformées : V,, normat = 0 nM.min~!. Au contraire,
elle est largement prédominante dans les cellules v-src ot V,=12.1 nM.min~! et

K,=403.7 nM, ce qui entraine X—T’ ~ 8kiBIK-
P

Ces valeurs de paramétres donne un ratio des concentrations totales de BIK entre
cellules normales et transformées égal a 0.21. La valeur estimée de BIK;,;; est 640
i M. k¢pri est arbitrairement fixé a 0.4 nM.min~! de sorte que sa concentration
totale soit approximativement égale a 110 nM dans les cellules non transformées.
Le modeéle calibré avec les valeurs estimées des parameétres reproduit de fagon fidéle
les résultats expérimentaux (Figure 4.3).
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Fic. 4.3: Dégradation de la protéine BIK dans les fibroblastes NIH-3T3
parentaux et transformés v-src. Les points représentent les résultats expérimen-
taux de [114]. Les lignes continues sont les simulations du modéle mathématique
(Equations 4.1 et 4.2), calibré aux données par la méthode des moindres carrés (cf
chapitre 5).

Les valeurs théoriques des concentrations de [BIK] et [BIK,] en conditions non-
apoptotiques, sont celles de 1’état stationnaire du systéme :

[BIK]* = 5r=—(A+ \/A? + dkapix Kk piK)

BIK k
_ BIK
[BIK,|" = k21
ot A=ksprx — kaprx Kp — V.
Pour les cellules non transformées, dans lesquelles V), est approximativement égal
a zéro, I’état d’équilibre devient :

[BIK]*H — ifBIK
dBIK

[BIKP]*H _ kaIK.

kuwb

4.3.4 Comportement de BIK suite a un stress apoptotique

Nous avons, ensuite, étudié le comportement de la protéine BIK en réponse & un
stress apoptotique. Le stress considéré est une exposition a 'agent anticancéreux
staurosporine, & la concentration de 2 uM, durant 8 h.

BIK est présent dans les cellules normales en conditions non-apoptotiques, ce qui
suggére que la protéine est soit en trop faible quantité pour déclencher ’apoptose,
soit a besoin d’étre activée ou libérée d’un organelle pour pouvoir remplir sa fonction
pro-apoptotique (Figure 4.1).

La premiére hypothése que nous avons mathématiquement étudiée est une aug-
mentation de la quantité de BIK en réponse au signal de mort. Nous nous sommes
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plus particuliérement intéressé au cas ou seule la dégradation de BIK serait di-
minuée par le stress apoptotique, sa vitesse de formation restant inchangée, et ce
pour les cellules normales et transformées. Dans notre modéle mathématique, cela
revient a mettre a zéro les deux voies de phosphorylation de BIK. L’équation 4.1
peut alors étre résolue analytiquement :

[BIK](t) = BIK,+ k‘fB[Kt = (1 + k’dB[Kt)BIKQ

ot BIKj est la concentration initiale de BIK, supposée égale & sa concentration
d’équilibre, soit [BIK]*H pour les cellules parentales et [BIK]* pour les cellules
V-SIC.

Aucune apoptose n’a été détectée dans les cellules NIH-3T3 parentales et trans-
formées dans les 6 premiéres heures d’exposition a la staurosporine (données non
exposées). Nous fixons donc t=360 min et obtenons [BIK|(360) = 2.2BI K, ce qui
signifie que la concentration de BIK ne pourrait que doubler en 6 h, aussi bien dans
les cellules normales, que dans les cellules transformées.

Pour vérifier expérimentalement le comportement de BIK en réponse & un stress,
nous avons mesurée I’évolution temporelle de la quantité de protéines BIK dans des
cellules NIH-3T3 normales, au cours de ’exposition & la staurosporine. Le niveau
de protéines BIK n’a pas présenté de hausse significative pendant I’exposition au
médicament, ce qui nous permet de rejeter ’hypothése d’'une augmentation de la
quantité de protéines BIK durant I’apoptose, en particulier par une simple inhibition
de sa dégradation (Figure 4.4 A).

La deuxiéme hypothése que nous avons envisagée est une activation ou libéra-
tion des protéines BIK dans le cytoplasme. Une large partie des molécules de BIK
s’est relocalisée aux mitochondries dans les cellules normales NIH-3T3 durant une
exposition de 2 h a la staurosporine (Figure 4.4 B). Cette relocalisation en réponse
A un stress apoptotique pourrait étre interprétée comme une libération de BIK du
reticulum endoplasmique (RE), ou il semble étre localisé en conditions normales
([145]).

Nous avons modélisé cette relocalisation par les équations 4.3 et 4.4 dans les-
quelles [BIK,,i10] représente la concentration de protéines BIK qui ont migré aux
mitochondries. Cette migration se produit au taux kj,.prx. Nous avons considéré
qu’approximativement 50% des molécules de BIK se situent aux mitochondries
aprés 2 h d’exposition au médicament, ce qui permet d’estimer kj,.prx=0.006
min~?! (Figure 4.4 B).

4.3.5 Modéle mathématique de la voie mitochondriale de
Papoptose

Nous avons ensuite construit un modéle mathématique de la voie mitochondriale
de ’apoptose dans les fibroblastes parentaux et transformés v-src. Seules les pro-
téines de la famille BCL2 dont la présence a été expérimentalement démontrée dans
les cellules NIH-3T3 ont été modélisées. Les protéines anti-apoptotiques sont donc
BCL2, BCL-XL et MCL-1. La seule protéine pro-apoptotique effectrice est BAX.
Les BH3 activateurs sont PUMA et BID. Les BH3 sensibilisateurs sont BIK et
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F1G. 4.4: Evolution de la protéine BIK en réponse a un stress apoptotique.
A Immunoblot de la quantité de BIK aprés une exposition a la staurosporine durant
2, 4 et 6 h. B Localisation de BIK dans les cellules normales NIH-3T3 en absence
de médicament et aprés une exposition a la staurosporine de 2 h. Les mitochondries
sont marquées par un Mitotracker (rouge). BIK endogéne a été marqué par un anti-
BIK-BHS3 et révélé par un anticorps secondaire marqué FITC (vert) (cf. chapitre
6). La couleur jaune indique la colocalisation.

BAD, mais BAD est négligé dans la mesure ot son inhibition ne modifie pas la
réponse des cellules & un stress apoptotique ([114]).

Par souci de simplification, nous notons [BC'L2] la concentration cumulée de
toutes les protéines anti-apoptotiques considérées. [BAXpqct] représente la concen-
tration de molécules de BAX inactive, en conformation spatiale fermée, princi-
palement localisées dans le cytoplasme, ou faiblement liées aux mitochondries.
[BAXink] est la concentration de protéines BAX en conformation spatiale ou-
verte et insérées dans la MME. Ces molécules sont donc candidates & 1’oligomérisa-
tion. [BAXii40] représente la concentration de molécules de BAX oligomérisées qui
forment des pores dans la MME. [BH3,] est la concentration cumulée de PUMA
et tBID. Toutes les concentrations sont exprimées en nM.
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Fic. 4.5: Réactions considérées de la voie mitochondriale de ’apoptose
dans les cellules NTH-3T3. En réponse & un stress apoptotique, BI K se relocalise
aux mitochondries (BT K,;t,) et inhibe Iactivité anti-apoptotique de BC'L2 sur les
protéines BH3 activatrices BH3,. Les molécules libres de BH3, activent ensuite
les protéines BAXnact €n BAXink qui peuvent désormais se lier fortement a la
MME. Les molécules de BAX;,, s’oligomérisent ensuite entre elles et avec les
molécules de BAX déja oligomérisés (BAX,ig0), dans un processus autocatalytique.
Les protéines BAX,;;4, créent des pores dans la MME qui permettent le relargage
du cytochrome C dans le cytosol, menant ainsi la cellule a 'apoptose. Les protéines
BCL2 sont également capables d’inhiber BAX i, et BIKito-

Nous avons considéré que [BCL2] n’était pas capable d’interagir avec les mo-
lécules de BAX spatialement fermées ou oligomérisées, ce qui signifie qu’il n’in-
hibe BAX que sous sa forme [BAXjini]. [BCL2] emprisonne également [BH3,] et
[BIK nito) dans des complexes binaires. Nous avons supposé que [BC'L2] ne pouvait
pas se lier aux molécules de BIK situées dans le RE.

[BH3,] est libéré des complexes avec [BCL2| par [BIK it Il active ensuite
[BAXinact] en [BAXjink]. Cette activation se produit d’une maniére catalytique,
dans laquelle [BH3,] n’est pas consommeé, et suit donc une cinétique de Michaelis-
Menten. Ce mécanisme est connu sous le nom de "hit and run" ([146]). Les molécules
de [BAXjink| s’oligomérisent ensuite pour devenir des molécules de [BAXig0]-
Deux protéines de [BAX k] peuvent s’associer mais cette réaction se produit a
un faible taux. Elle déclenche un processus autocatalytique beaucoup plus rapide
dans lequel les molécules de [BAX 40| recrutent elles-mémes d’autres protéines
[BAXink| pour Uoligomérisation. [BAX;,x] peut spontanément revenir a sa confor-
mation spatiale fermée et redevenir [BAX,qct] (Figure 4.5 et Tableau 4.1). Les
réactions chimiques décrites ci-dessus se produisent de fagon spontanée et ont donc
été modélisées par une loi d’action de masse.
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Le modéle mathématique de la voie mitochondriale de I'apoptose se présente
comme suit :

klocBIK [BIK] - kinactQ [BIKmito] [BCL2] - kfree [BIKmito] [BH'?)aBCL2]

Einact2[ BI Kpmito] [BCL2] + kfree [BIK pmito)|[BH3,BCL2)

kprp[BID] + kpunma — kiprs[BH34] — kinact3s[ BH3,|[BCL2]

Einact3| BH34)[BCL2] — kfree[BIK pito][BH3,BCL2]

- + kclose [BAXlink]

- kclose [BAXlznk] - kactl[BAXlink]Q

kactQ [BAXlink][BAXoligo] - kinactl [BAXlznk][BCLQ]

kactl [BAXlink]2 + kactQ [BAXlink] [BAXoligo]

(4.11)

(4.12)

—kinact1 [ BAXink|[BCL2] — kinacto| BI Kimito] [BCL2] — kinact3s| BH3,][BCL2] (4.13)

signification et la valeur de chaque paramétre sont présentées au tableau

d[Bi;K] = —kioeB1K [BIK]
dBIK o]
dt
d[BIK ,itoBCL2) _
dt B
d[BID]
= - BID
7 kprp| ]
d[BH3,]
dt B
+  kfreeBIK mito) [BH3, BCL2]
d[BH3,BCL2]
dt B
d[BAXinact] _ V:)pen [BH?’G] [BAX’maCt]
dt Kopen + [BAXinact]
d[BAXlznk] _ Vopen [BH?)a] [BAXinact]
dt Kopen + [BAXinact]
dBAXoigo] _
dt
d|[BAXBCL2
% = kinactl [BAXlink] [BCL2]
d[BCL2]
dt B
La
4.1.

Le stress apoptotique considéré est une exposition a la staurosporine débutant au
temps t=0 et durant 8 h. Il déclenche deux processus moléculaires : la migration de
BIK vers les mitochondries et 'augmentation de la formation de protéines BH3,,.
Cette augmentation représente a la fois la troncature de BID en tBID et la hausse
de la transcription et traduction de PUMA. Les deux processus ont été modélisés
parce qu’ils présentent des cinétiques trés différentes. En effet, I'activation de BID
est rapide puisqu’il s’agit d’une modification post-traductionelle. Au contraire, la
synthése de PUMA par transcription puis traduction peut prendre jusqu’a plu-
sieurs heures. Mathématiquement, kg;p, kpunra et kioerx présentent une forte
augmentation a I’instant initial.
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No.| Réaction Définition Paramétres Valeurs

1 BIK — BIK,ito Migration de BIK du RE vers les mi-  kjpeprrx (min=1) 0.006
tochondries

9 | BIKio + BCL2 — BIKBCL2 Inhibition de BIK par BCL2 Einact2(RM~Lmin=1)  0.0004

3 — BH3, Formation de tBID par troncature kpgrp(nM.min~1t) 0.0001
de BID durant I’apoptose

4 — BH3, Formation de PUMA durant kpyaa (nM.minil) 0.0001
I’apoptose

5 BH3, — Dégradation de BH3, kapms(nM.min=1) 0.0001

6 BH3,+ BCL2 — BH3,BCL2 Inhibition de BH3, par BCL2 Kinacts(nM ~tmin=1) 0.0003

7 BH3,BCL2 + BIK — BH3, + Libération de BH3, des complexes kfpeec(nM 'min~1) 0.02

BIKBCL2 avec BCL2 par BIK
8 | BAXinaet 222 BAX i Activation de BAX par BH3, Vopens Kopen 0.01, 1
(nM.min=t, nM)

9 BAXjink + BAXink — 2BAX g0 Oligomérisation de deux monomeéres  kge1 (nM ~tmin=1) 0.1
de BAX

10 | BAXjink + BAXo1igo — 2BAXo1ig0  Oligomérisation autocatalytique de kact2(nM ~tmin=1) 1
BAX

11 | BAX}n: + BCL2 — BAXBCL?2 Inhibition de BAX par BCL2 Kinact1 (nM ~tmin=1) 0.008

12 BAXinr — BAXinact Désactivation spontanée de BAX kelose 0.009

TAB. 4.1: Valeurs de paramétres du modéle de la voie mitochondriale de
I’apoptose. Les paramétres ont été estimés & partir des donnés expérimentales de
la littérature et des résultats sur les cellules NIH-3T3 de [114].

Conservation de quantités totales

La quantité totale de protéines BIK a été supposée constante durant le stress
apoptotique, ce qui a été expérimentalement démontré (Figure 4.4 A). Nous sup-
posons également que les quantités totales de BAX et BCL2 restent constantes et
obtenons donc trois lois de conservations :

BAXtot =
BCL2y,y =
BIKio: =

[BAX inact] + [BAXink] + [BAX 1ig0] + [BAX BCL2]
[BCL2] + [BAX BCL2] + [BH3,BCL2| + [BIK 110 BCL2)
[BIK] + [BIK mito) + [BIKmiro BCL2)

Seulement sept des dix équations que comporte le modéle mathématique sont
donc résolues, les trois variables restantes étant calculées par ces lois.

Etats d’équilibre

Le modéle mathématique admet les deux états d’équilibre suivants :
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Equilibre 1 Equilibre 2
BIK* = 0 BIK* = 0
BIK;Lito =0 BIK;Lito
BIKBCL2* = BIKy BIKBCL2* = BIKy — BIK?,,,
BID* = 0 BID* = 0
BH3: — kpuna BH3 - kpuaa
kapu3 kapu3
BH3,BCL2* BH3,BCL2* = 0
BAX a0t 0 BAX 0 = 0
BAX[,.., = 0 BAX},.., = 0
BAX?;,, = BAXyu,—BAXBCL2 BAX?;,, = BAXy;— BAXBCL2’
BAXBCL2* = BCL2t; — BIK,p — BH3,BCL2* BAXBCL2* = BCL2;,; — BIKBCL2*
BCL2* = 0 BCL2* = 0

Dans ces deux états stationnaires, la totalité des molécules de BAX est activée,
alors que seuls 10 & 20% des protéines BAX le sont réellement durant ’apoptose
([126]). Ces états d’équilibre ne seront donc pas atteints expérimentalement, pro-
bablement parce que d’autres événements moléculaires, qui ne sont pas pris en
compte dans ce modéle, seront déclenchés. Notre étude s’est donc focalisée sur le
comportement dynamique du modéle mathématique, plutoét que sur I’étude de ses
équilibres.

Modélisation de la dynamique de la population de cellules

Nous avons ensuite modélisé I’évolution temporelle d’'une population de cellules
soumise au stress apoptotique. Nous notons par n(t) le pourcentage de cellules
survivantes a 'instant t.

Aucune prolifération cellulaire n’est supposée puisqu’un des premiers effets de
la plupart des agents cytotoxiques est d’arréter le cycle cellulaire ([139]). La mort
naturelle des cellules est négligée car peu de cellules apoptotiques ont été détectées
dans les fibroblastes transformés ou non, en 'absence de médicament ([114]).

Nous considérons que ’apoptose se produit de fagon irréversible lorsque [BAX ii40)
atteint le seuil thres qui correspond a la quantité minimale de molécules de BAX
oligomérisées nécessaire a la relache du cytochrome C dans le cytoplasme. Cette
supposition est modélisée dans I’équation 4.14 par une fonction de Hill qui em-
péche que le taux de mort ne devienne infini. L’équation pour la population de
cellules survivantes s’écrit donc :

dn(t) - _k [BAXoligo]a
dt apop [BAX 1ig0]* + thres®

n(t) (4.14)

Le seuil apoptotique thres est fixé & 10% de la quantité totale de BAX, comme
les données expérimentales le suggérent ([126]).
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Estimation des paramétres

La quantité totale de [BIK] a été fixée a sa valeur d’équilibre calculée en utilisant
le modele de sa cinétique (équations 4.1 et 4.2) calibré aux données. Elle est égale
4 110 nM dans les fibroblastes normaux et 25 nM dans ceux transformés v-src. La
concentration totale de BAX est choisie égale & 100 nM dans les cellules normales
et 2.2 fois plus élevée dans les cellules v-src ([122], Figure 4.1). La concentration
totale de BCL2 a été supposée égale & 150 nM dans les cellules normales et 0.6 fois
plus petite dans les cellules transformées. La quantité totale de BID a été fixée a
50 nM dans les fibroblastes parentaux, et 0.8 plus petite dans ceux transformés.

Les parameétres restant & déterminer du modéle de la voie mitochondriale de
Papoptose ont été estimés a partir des données expérimentales existantes ([114]),
sous des contraintes réalistes inférées de la littérature ([114]). Les paramétres rela-
tifs a lactivation de BAX Vipen et Kopen ont été choisis tels qu’environ 10% de la
quantité totale de BAX soient activés dans les cellules parentales, aprés 8 h d’ex-
position & la staurosporine ([126]). Pour les paramétres d’oligomérisation de BAX,
nous avons supposé kqct1 = 10kqc2 pour représenter le fort pouvoir autocatalytique
des molécules de BAX jig0- kinacto I'affinité de BIK pour BCL2 a été supposé plus
grande que Kipqcts, celle de BH3, pour BCL2 ([130]). Sous ces contraintes, les va-
leurs finales des paramétres ont été calculées par une méthode des moindres carrés,
de sorte que le modéle reproduise les données expérimentales de la figure 4.7 pour
une exposition a la staurosporine seule ou combinée & ’herbimycine. Les valeurs de
paramétres du modéle d’apoptose sont présentées au tableau 4.1. Pour le modéle
de dynamique de population, les paramétres a et kqpop ont été estimés a 30 et 0.01

min~! respectivement.

Conditions initiales

A Tinstant initial, juste avant le début du stress apoptotique, les cellules sont sup-
posées & 1’équilibre. BIK est entiérement au RE : [BIK]o = BIK*, [BIKpito]o = 0,
[BIKBCL2]yp = 0. Toutes les molécules de BAX sont sous leur forme inactive :
[BAXinactlo = BAXiot, [BAXjinklo = 0, [BAXotigolo = 0, [BAXBCL2], = 0. 11
est & remarquer que les hypothéses [BIK BCL2]y = 0 et [BAX BCL2]y = 0 ont été
imposées par souci de simplification et peuvent ne pas étre vérifiées biologiquement
(cf. Figure 4.4 B pour [BIK BCL2]). Ces complexes étant indissociables dans notre
modélisation, leur concentration initiale n’a donc aucune influence sur le compor-
tement du systéme. Les molécules de BH3, présentes sont supposées en complexe
avec [BCL2| : [BH3,BCL2]y = BH3a4,t. La concentration initiale de molécules
[BC'L2] libres est donc égale & [BCL2)g = BCL2:,+ — BH3a,:. Le pourcentage
initial de cellules survivantes est fixé a n(0) = 100%.

Le modéle mathématique ainsi calibré aux données a été utilisé pour expliciter
la réponse moléculaire des cellules & une exposition a la staurosporine (Figure 4.6).
Comme attendu, la plus haute concentration de [BIK] dans les cellules normales a
pour conséquence une plus importante quantité de [BIK o] et donc de molécules
[BH3,] libres. Les protéines [BH3,] activent ensuite les protéines [BAX nact] en
[BAX ink] qui s’oligomérisent en [BAX 40| Le niveau de [BAX,i40] augmente
jusqu’a atteindre le seuil apoptotique dans les cellules controles. L’activation de
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[BAX nact] dans les cellules transformées v-src n’est, quant a elle, pas suffisante

nour ane [BAX .i:..]1 dénasse le senil de mort.
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F1G. 4.6: Simulation de la réponse des fibroblastes normaux (bleu) et
transformés (orange) durant une exposition de 8 h a la staurosporine La
concentration totale de BIK au RE est supérieure dans les cellules normales et a
pour conséquence une plus grande quantité de BIK aux mitochondries (BIK ,it0)
et de molécules BH3, libérées. Les protéines BH3, activent ensuite BAX;,qct €n
BAXiiny, qui s’oligomérise pour former des molécules de BAX 440, jusqu’a dépassé
le seuil apoptotique dans les cellules normales, mais pas dans les cellules cancéreuses.

4.3.6 Stratégies thérapeutiques optimales

Dans cette partie, nous cherchons & déterminer les stratégies thérapeutiques op-
timales pour notre systéme biologique, dans lequel les fibroblastes normaux jouent
le role des cellules saines, et les fibroblastes transformés représentent les cellules
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cancéreuses. Les cellules saines et cancéreuses sont exposées aux mémes concentra-
tions de médicaments, ce qui reproduit la situation in vivo dans laquelle les tissus
sains et tumoraux sont exposées aux mémes concentrations sanguines.

Les stratégies thérapeutiques optimales sont définies comme celles qui maximisent
le pourcentage de cellules tumorales tuées, sous la contrainte que le pourcentage de
cellules saines tuées demeure au-dessus d’un seuil de tolérabilité.

Etude des stratégies existantes en clinique

Nous explorons ici les combinaisons médicamenteuses existantes en clinique, en
cas de résistance des cellules cancéreuses due & une surexpression des tyrosines ki-
nases SRC, ou d’une défaillance de la machinerie apoptotique. Nous avons, tout
d’abord, étudié mathématiquement ’administration de staurosporine, aprés une
exposition a ’herbimycine, un inhibiteur des tyrosines kinases SRC. Nous avons
supposé une exposition & I’herbimycine suffisamment longtemps avant 1’adminis-
tration de la staurosporine de sorte que les cellules soient & 1’équilibre au moment
de celle-ci. L’activité de ’herbimycine est alors modélisée par une diminution du
parameétre V,, de 98% de sa valeur d’origine.

Sous toutes ces hypothéses, le modéle mathématique prédit que cette combinaison
de médicaments annihile la résistance de la population tumorale dans laquelle 99%
des cellules sont apoptotiques aprés 8 h d’exposition & la staurosporine . Ce com-
portement du modéle est cohérent avec les donnés expérimentales qui montrent que
98% de cellules v-src sont apoptotiques aprés exposition aux médicaments (Figure
4.7, [114]).

Nous avons ensuite étudié la combinaison de la staurosporine avec ’ABT-737, un
inhibiteur compétitif des protéines anti-apoptotiques. Comme pour 1’herbimycine,
nous supposons que ’ABT-737 est administré suffisamment longtemps avant I’expo-
sition & la staurosporine pour que les cellules soient & I’état d’équilibre au moment
de celle-ci. La préincubation des cellules avec de 'ABT-737 a été modélisée par
une diminution de la concentration totale de BCL2, proportionnelle & la concentra-
tion d’ABT-737. Conformément aux résultats expérimentaux, nous supposons que
I’ABT-737 seul n’induit pas d’apoptose ([114]).

Nous avons recherché la concentration optimale d’ABT-737 qui maximise I’apop-
tose dans les cellules cancéreuses, sous la contrainte que le pourcentage de cellules
apoptotiques dans la population saine n’excéde pas un seuil de toxicité. Pour des
valeurs de ce seuil comprises entre 0 et 80% de cellules apoptotiques, les concentra-
tions optimales d’ABT-737 calculées par les procédures d’optimisation sont toutes
égales approximativement a zéro. Cela signifie que ’ABT-737 ne devrait pas étre
utilisé en combinaison avec un agent cytotoxique dans notre systéme biologique.
En effet, la quantité totale de BCL2 est plus importante dans les cellules normales
que dans les cellules cancéreuses (Figure 4.1) et inhiber cette protéine revient a
annihiler un avantage de survie des cellules saines.
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FiG. 4.7: Pourcentage de cellules apoptotiques dans les fibroblastes nor-
maux (bleu) et transformés v-src (orange) Les points sont les mesures ex-
périmentales de [114] pour une exposition a la staurosporine administrée seule, ou
combinée & 'herbymicine, et des données originales pour 1’exposition & la staurospo-
rine combinée & ’ABT-737. Les barres sont les résultats de simulations du modéle
mathématique de ’apoptose par voie mitochondriale, calibré aux données par la
méthode des moindres carrés (cf. chapitre 5).

Pour confirmer expérimentalement cette prédiction du modéle, nous avons pré-
incubé les cellules normales et v-src avec de ’ABT-737 avant I’exposition a la stau-
rosporine. L’efficacité sur les fibroblastes transformés a été augmentée, par rapport
a une administration de staurosporine seule, mais est restée inférieure a la toxicité
(Figure 4.7). De plus, comme anticipé par le modéle, cette combinaison médica-
menteuse aboutit a une toxicité extrémement haute dans les cellules parentales
avec 99% de cellules apoptotiques.

Stratégies thérapeutiques théoriquement optimales

Nous avons ensuite entrepris la détermination de stratégies thérapeutiques théo-
riquement optimales. Les combinaisons médicamenteuses considérées consiste en
une administration de staurosporine aprés exposition des cellules & des inhibiteurs
des tyrosines kinases SRC, ou/et des activateurs ou répresseurs de I'expression des
protéines de la famille BCL2. Comme précédemment, nous considérons une expo-
sition avant ’administration de ’agent antitumoral afin que I’équilibre du systéme
biologique soit atteint au moment de celle-ci.
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L’inhibiteur de SRC est modélisé par la diminution du paramétre V,, de 98%
de sa valeur initiale. L’effet des activateurs et répresseurs des protéines de ’apop-
tose mitochondriale est représenté par I'addition d’un facteur & BAX;or, BCL240y
et BID;y. Ce facteur est recherché dans les intervalles [—-BAXiot normat 500],
[~BCL2tot cancer 500, et [=BID;ot cancer 500] respectivement. Le méme facteur
est appliqué simultanément aux quantités totales dans les cellules normales et can-
céreuses.

Nous avons recherché la stratégie optimale qui maximise 'efficacité dans les cel-
lules cancéreuses, sous la contrainte que moins d’1% des cellules saines soient apop-
totiques aprés 8 h d’exposition & la staurosporine.

La combinaison médicamenteuse théoriquement optimale, calculée par les procé-
dures d’optimisation, consiste en I'administration de la staurosporine aprés expo-
sition & des inhibiteurs de SRC, des répresseurs de BAX et BCL2, et un activateur
de BH3,. Le répresseur de BAX est administré de sorte que la concentration totale
de BAX dans les cellules normales soit en-dessous du seuil apoptotique imposé sur
[BAX 1440, ce qui empéche tout phénomeéne d’apoptose dans notre modéle. Comme
la quantité de BAX est plus importante dans les cellules cancéreuses, elle reste au-
dessus du seuil apoptotique. Une fois que les cellules saines sont ainsi protégées
de l’apoptose, la quantité de BCL2 peut étre réduite, et celle de BH3, augmentée,
sans risquer une toxicité sévére. Comme attendu, la stratégie optimale inclut la pré-
incubation des cellules avec un inhibiteur de SRC pour annihiler la phosphorylation
de BIK sous le controle de SRC dans les cellules cancéreuses.

Numériquement, la stratégie optimale consiste a diminuer BAX;,; de 97 uM,
BCL2:,: de 88 uM, et a augmenter BI Dy, de 500 uM. Cette combinaison médi-
camenteuse aboutit & 99% de cellules apoptotiques dans les cellules cancéreuses et
moins de 1% dans la population saine (Figure 4.8).

Cette stratégie thérapeutique théoriquement optimale implique ’administration
d’un médicament cytotoxique combinée & quatre autres agents, ce qui semble peu
réaliste dans une perspective d’application clinique. Nous avons donc entrepris de
classer hiérarchiquement les agents thérapeutiques considérés, afin de déterminer
des combinaisons médicamenteuses optimales incluant un, deux ou trois médica-
ments administrés avant la staurosporine.

Les stratégies qui ont été retenues sont celles qui satisfont la contrainte de to-
lérabilité, fixée a environ 1% de cellules apoptotiques dans la population saine, et
qui aboutissent & la méme efficacité que la combinaison des 5 agents, c’est-a-dire
environ 99% de cellules apoptotiques dans la population cancéreuse. Toutes les stra-
tégies retenues incluent la répression de ’expression de BAX et I'exposition a un
ou deux agents parmi un répresseur de BCL2, un activateur de BH3, et un inhi-
biteur de SRC (Tableau 4.2). La seule diminution de la quantité de BAX satisfait
la contrainte de tolérabilité mais a pour conséquence une efficacité de moins de 1%
de cellules apoptotiques. Ainsi, les combinaisons médicamenteuses optimales qui
impliquent le nombre minimal d’agents thérapeutiques consiste en ’administration
de la staurosporine aprés exposition & un répresseur de BAX, et soit un répresseur
de BCL2, soit un inhibiteur de SRC.
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F1G. 4.8: Simulation de la réponse des cellules normales (bleu) et cancé-
reuses (orange) a la stratégie théoriquement optimale. La stratégie optimale
consiste en 'administration de la staurosporine aprés exposition a quatre agents :
un inhibiteur de SRC qui annihile la phosphorylation de BIK dans les cellules can-
céreuses, un répresseur de BAX administré de sorte que la concentration de BAX
dans les cellules normales soit en-dessous du seuil apoptotique, un répresseur de
BCL2, et un activateur de BH3,. Cette combinaison médicamenteuse aboutit &
une valeur de BAX 44, qui reste sous le seuil d’apoptose dans les cellules saines,
et qui le dépasse dans les cellules cancéreuses.
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Cellules saines (% de cellules | Cellules cancéreuses (% de
apoptotiques) cellules apoptotiques)

1 agent

BAX 1.67 0.003
BCL2 99.5 99.5
BH3, 99.7 75.1
SRC 88.8 98.9
2 agents

BAX/BCL2 0.45 99.5
BAX/BH3, 2.56 74.63
BAX/SRC 1.67 98.97
BCL2/BH3, 99.9 99.9
BCL2/SRC 99.5 99.8
BH3,/SRC 99.76 99.94
3 agents

BAX/BCL2/BH3, 0.43 99.96
BAX/BCL2/SRC 0.45 99.8
BAX/BH3,/SRC 2.5e-b 99.94
BCL2/BH3,/SRC 99.96 99.98
4 agents

BAX/BCL2/BH3,/SRC | 0.43 99.98

TAB. 4.2: Simulations de la toxicité et de ’efficacité d’une exposition de 8
h a la staurosporine, aprés administration des différentes combinaisons
médicamenteuses Les stratégies thérapeutiques étudiées consiste en ’adminis-
tration de staurosporine, précédée d’une exposition aux agents indiqués dans la
premiére colonne. BAX= représseur de BAX, BCL2 = répresseur de BCL2, BH3,
= activateur de BH3,, SRC = inhibiteur de SRC. Les valeurs exposées sont celles
de n(t) aprés 8 h d’exposition a la staurosporine, dans les cellules normales et
cancéreuses. Les lignes en bleu sont les stratégies qui aboutissent & une efficacité
d’environ 99%, et d’une toxicité inférieure & environ 1%
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4.4 Discussion et conclusion

Une approche combinée mathématique et expérimentale a été menée pour étudier
I’apoptose par voie mitochondriale dans les fibroblastes de souris NIH-3T3 normaux
et transformés v-src. Un modéle mathématique de la cinétique de la protéine pro-
apoptotique BIK en conditions normales a été construit et calibré aux données
expérimentales. Les valeurs de paramétres obtenues confirment que la phosphoryla-
tion de BIK sous le controle de la tyrosine kinase SRC est inactive dans les cellules
normales. Aprés le signal apoptotique que constitue une exposition a la staurospo-
rine, une relocalisation de BIK aux mitochondries a été démontrée, la concentration
totale de la protéine restant constante durant le stress.

Nous avons ensuite congu un modéle mathématique de la voie mitochondriale de
I’apoptose qui a été calibré aux données expérimentales et utilisé pour la détermi-
nation de stratégies thérapeutiques optimales. Le modéle aboutit & des résultats
théoriques cohérents avec le fait expérimentalement démontré que la préincubation
des cellules v-src avec un inhibiteur des tyrosines kinases SRC, avant ’exposition
a la staurosporine, annihile la résistance des fibroblastes transformés. Le modéle
prédit que administration de ’ABT-737 avant ’exposition a la staurosporine ne
devrait pas étre entreprise dans notre systéme biologique, ce qui a été expérimenta-
lement corroboré. Enfin, la stratégie thérapeutique théoriquement optimale consiste
en une exposition a la staurosporine, aprés une administration d’un répresseur de
Pexpression de BAX (de maniére a diminuer sa concentration en-dessous du seuil
apoptotique dauns les cellules normales, mais pas dans les cellules cancéreuses), com-
binée a un répresseur de BCL2 ou un inhibiteur de tyrosines kinases SRC.

Plusieurs études publiées présentent des travaux de modélisation de ’apoptose.
Certains modeéles représentent toutes les voies de 'apoptose, depuis le stress apop-
totique, jusqu’a la mort cellulaire ([151, 152, 153]). Une modélisation molécu-
laire de la voie mitochondriale de ’apoptose a été proposé dans quatre études
([154, 155, 156, 157]). Ces modeéles ont été congu pour répondre a des probléma-
tiques différentes de la notre. Cela nous a donc conduit & en construire un nouveau
ayant pour but annoncé 'optimisation thérapeutique dans le cas précis des fibro-
blastes NIH-3T3 transformés v-src ou non.

Notre modéle mathématique de I’apoptose par voie mitochondriale simule les évé-
nements moléculaires depuis le signal de mort jusqu’a la libération du cytochrome
C dans le cytoplasme. La présence du cytochrome c dans le cytoplasme est ex-
périmentalement corrélé avec le déclenchement de I'apoptose. Cependant, d’autres
protéines, en aval du relargage du cytochrome C par les mitochondries, telles que les
caspases, ou les protéines inhibitrices de 'apoptose liées au chromosome X (XIAP),
pourrait influencer le comportement apoptotique des cellules. Dans le cas des fi-
broblastes NIH-3T3, une forte corrélation a été expérimentalement démontré entre
la relache du cytochrome C dans le cytoplasme et la mort cellulaire par apoptose
([114)).

Nous avons supposé dans notre modélisation que les quantités totales de BAX et
BCL2 restaient inchangées au cours de ’apoptose. Cependant, le stress apoptotique
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pourrait entrainer une augmentation de la transcription de BAX, et une diminu-
tion de celle de BCL2, possiblement par l'activation de la protéine p53 ([147]).
De plus, nous avons considéré que [BC'L2] n’interagissait qu'avec [BAXjn|, alors
qu’il pourrait étre capable de s’associer aux molécules de BAX oligomérisées qui
terminent la chaine d’oligomérisation ([148]).

Les interactions entre BCL2 et BIK situé dans le RE ont été négligées dans
notre modéle mathématique. Cependant, BIK pourrait étre séquestré par des pro-
téines anti-apoptotiques en conditions normales ([149, 150]). Une modification post-
traductionnelle pourrait alors libérer les protéines BIK au moment du signal apop-
totique. Ce mécanisme moléculaire est indirectement pris en compte dans notre
modéle, en considérant que le paramétre kj,.prx représente a la fois cette libéra-
tion et la migration spatiale des protéines BIK vers les mitochondries.
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Chapitre 5

Les Outils Mathématiques

Nous présentons dans ce chapitre les outils mathématiques utilisés pour les pro-
jets de recherche exposés dans cette thése.

5.1 Modélisation de réactions biochimiques

5.1.1 Loi d’action de masse

Le changement au cours du temps des concentrations d’espéces chimiques su-
bissant des réactions spontanées peut étre modélisé par la loi d’action de masse
([158]). Soit A et B deux réactifs qui interagissent pour donner le produit C :

A+BEC

La vitesse d’accumulation du produit % dépend de la concentration des deux
réactifs, de leur affinité 'un pour Pautre (variant selon la forme géométrique et
la taille des molécules), et des conditions expérimentales (température, disposition

spatiale du systéme). La loi d’action de masse s’écrit ainsi :

ou k est la constante de réaction et prend en compte l'affinité entre A et B, et
la variabilité due aux conditions expérimentales. La loi d’action de masse suppose
donc que la vitesse de réaction est proportionnelle aux concentrations des réactants.

La loi d’action de masse n’est cependant pas valable dans toutes les situations.
Par exemple, pour de fortes concentrations, doubler les concentrations n’entrainera
pas forcément un doublement de la vitesse de réaction qui pourra éventuellement
saturer. De plus, pour de faibles concentrations, la représentation des concentrations
en tant que variables continues peut ne pas étre appropriée considérant le petit
nombre de molécules. Une modélisation considérant les molécules individuellement
pourrait s’avérer mieux adaptée. Nous référons a la section 1.1 de [158] pour plus
de détails.
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5.1.2 La loi cinétique de Michaelis-Menten

Nous considérons ici les réactions chimiques catalysées par une enzyme. Les en-
zymes sont des catalyseurs qui aide la conversion des réactants en produits mais
ne sont pas changées par la réaction. Elles accélérent la réaction pour laquelle elles
sont spécifiques. Michaelis et Menten proposent en 1913 un modéle mathématique
expliquant la cinétique des réactions enzymatiques ([158]). Dans leur schéma de
réaction, ’enzyme E convertit le substrat S en le produit P a travers deux étapes.
E se lie & S pour former un complexe C, puis C se dissocie et produit P, libérant
ainsi B :

ky
S+E<k:C’k—2>P+E
-1

En appliquant la loi d’action de masse & ses mécanismes, nous obtenons les quatre
équations différentielles suivantes :

% = k_.C—kSE (5.1)
‘il_f = (k1 +hk)C— ki SE (5.2)
% = (k1 +k)C 4k SE (53)
% e (5.4)

La loi de conservation Cil—]f + % = 0 donne F + C = Ey ou Ey est la quantité
totale d’enzyme disponible.

L’approximation d’équilibre

L’hypothése initialement proposée par Michaelis et Menten consiste a dire que
le substrat S est en équilibre instantané avec le complexe C, ou mathématiquement,
que ky et k_1 sont largement supérieurs & ks. Ainsi, k1 SE = k_1C. Comme F =
Ey — C, nous en déduisons :

dP kQEOS _ Vmaa:S

dt ki /ki+S K,+8

(5.5)

ou KS = kfl/kl et Vmaz = kgEo.

Vinaz €st la vitesse maximale de la réaction. Elle est atteinte lorsque la totalité
des molécules d’enzyme sont en complexe avec le substrat. Lorsque S = K, la
vitesse de la réaction vaut la moitié de son maximum.

Pour de petites concentrations de substrat (i.e. K5 >> 5), la cinétique de la réaction
est linéaire, d’un coefficient directeur proportionnel & la quantité totale d’enzyme
Ey. Pour de grandes concentrations (i.e. Ky << ), la vitesse de réaction sature a
Vinaz €t dépend donc de la quantité totale d’enzyme Ej et du taux de dissociation du

complexe C, ky. C’est pour cette raison que la réaction de dissociation C' L, pt+E
est appelée réaction limitante.
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L’approximation de quasi-stationnarité

Une analyse alternative est proposée par Briggs et Haldane en 1925. Elle est
a la base des travaux actuels de modélisation des réactions enzymatiques. Briggs

et Haldane supposent que les taux de formation et de dissociation des complexes
C sont sensiblement égaux en tout temps et donc que : % ~ 0. Nous renvoyons

au références [159] et [158] pour le détail des calculs qui aboutissent au résultat
suivant :
dP kQEOS Vmaazs

At k1/ki+S Km+S (5.6)

ou K, = —k-zj"”

Il est & remarquer que lorsque k_; est largement supérieur & ko, ce qui est supposé
par 'approximation d’équilibre, nous obtenons K¢ ~ K,,. Nous référons a la section
1.2 de [158] pour plus de détails sur la cinétique des réactions enzymatiques.

5.1.3 Modéliser la diffusion passive a travers une membrane

Nous présentons ici une modélisation de la diffusion d’une espéce chimique C &
travers la membrane d’une cellule. Considérons tout d’abord uniquement la diffu-
sion du milieu extracellulaire vers milieu intracellulaire. La vitesse de diffusion de
Pespéce chimique C vers le cytoplasme de la cellule dépend de : a) la concentration
extérieure Cpye, b) la perméabilité membranaire de la cellule P, et ¢) la surface de
contact S entre le milieu extracellulaire et la cellule. Ainsi la quantité de matiére
qui pénétre a U'intérieur de la cellule n;, suit la loi cinétique suivante :

dnm

= P ou
o SCout
ou
ici, S
o = Py Cou (5.7)

ou C;, est la concentration intracellulaire de C et V;,, le volume intracellulaire.

Pour déterminer le terme correspondant de diffusion pour ’équation de la
concentration extracellulaire Cy,¢, on utilise la loi de conservation de la masse :
d(VmCm;rtitht) = 0. Si V;,, et Vot sont constants, cela donne immédiatement :

dcout Vout _ S

i Ve = Py Cow 5:8)

Considérons désormais les deux sens de diffusion & travers la membrane cellu-
laire. Les équations s’écrivent alors :

aCirn S
i PVm (Cout — Cin) (5.9)
dcout ‘/out _ S )

Une maniére de simplifier I’équation ci-dessus consiste & supposer la surface
de contact S proportionnelle au volume intracellulaire V;,, par un facteur R. Les
équations deviennent alors :
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dc,
Cin  _ pR(Cys — Cin)

dt
dCout Vout o
o V., PR(Cout — Cin)

On remarque que 1’équation de la concentration intracellulaire ne dépend plus
de S ni de Vj,,, ce qui peut s’avérer utile dans le cas ol ces quantités varient. Nous
référons a [160] pour plus de détails.

5.2 La formule du cosinor

La formule dite du Cosinor est fréquemment utilisée pour modéliser les rythmes
biologiques (Figure 5.1, [161]). Elle se présente comme suit :

Y(it)=M+ Acos(%r(t — )

ou

— t représente le temps,

— T est la période,

— M est le mésor, c’est-a-dire la valeur moyenne du signal sur une période,

— A est 'amplitude,

— ¢ est 'acrophase, c’est-a-dire I’heure a laquelle le signal atteint son maximum.

Cette formule nécessite la connaissance a priori de la période du rythme. Une
analyse spectrale par transformation de Fourier discréte (FTT, Fast Fourier Dis-
cret) peut étre réalisée pour identifier la période fondamentale et ses harmoniques
éventuelles ([162]).

Période
1007 /
_—

H
£ 751
£
2
BN Double
S amplitude

251

0l , , |

0o 3 7 1 15 19 23

Temps (heures Aprés le Début de la Lumiére)

Fi1G. 5.1: La formule du cosinor
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5.3 Estimation de paramétres

Nous présentons dans cette partie les méthodes utilisées pour estimer les para-
métres de nos modéles mathématiques.

5.3.1 La méthode des moindres carrés

La méthode des moindres carrés, indépendamment élaborée par Legendre en
1805 et Gauss en 1809, permet de comparer des données expérimentales, & un
modéle mathématique censé décrire ces données. Dans le cas le plus courant, le
modele théorique est une famille de fonctions f(x,0) d’une ou plusieurs variables
x, indexées par un ou plusieurs paramétres 6 inconnus. La méthode des moindres
carrés permet de sélectionner les valeurs de parameétres pour lesquelles la fonction
f(z,0) reproduit le mieux les données expérimentales.

Supposons que nous disposons de N mesures (y;);=1,..., v réalisées aux valeurs (x;)
de la variable x, les parameétres # "optimaux" au sens de la méthode des moindres
carrés sont ceux qui minimisent la quantité :

N N

SO) =Y (yi— flwiz0) = _ri(0)

i=1 i=1

ot les r;(#) sont les résidus au modéle, i.e. les écarts entre les points de mesure
y; et le modele f(x;;0). S(0) peut étre considéré comme une mesure de la distance
entre les données expérimentales et le modéle théorique qui prédit ces données.

La minimisation de cette distance a été effectuée par des algorithmes d’optimi-
sation présentés a la section 5.5.

5.3.2 Améliorer la méthode des moindres carrés par la tech-
nique du bootstrap.

Nous avons utilisé une méthode de bootstrap pour tenir compte des écarts types
des points de données expérimentaux ([163]). Les données considérées ici prennent
la forme suivante : pour chaque point de temps t;, i = 1,..., N, nous disposons de
P mesures expérimentales que 1'on note z;, j = 1,.., P. La méthode de bootstrap
que nous avons utilisée comporte trois étapes :

1. Nous générons un nombre K de données expérimentales "fictives" a partir des
résultats expérimentaux. Soient z;, j = 1, .., P les P mesures expérimentales
disponibles pour le point de temps ¢;, i = 1,..., N, leur moyenne m; et
écart-types o; sont calculés comme suit :

1 & 1 &
miiﬁjz;lzjetffi: ﬁZ(zj*m)Q

j=1

Nous supposons que chaque point de données suit une loi normale de valeur
moyenne et écarts types ceux calculés ci-dessus. Nous générons alors aléatoi-
rement suivant cette loi K valeurs pour ce point de données. Cette étape est
répétée pour chaque point de données. Nous obtenons alors K ensembles de
données "fictives".
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2. Pour chaque ensemble de données calculé a I’étape précédente, nous utilisons
la méthode des moindres carrées pour déterminer les paramétres optimaux
du modéle mathématique qui permettent la meilleure reproduction de ces
résultats expérimentaux "fictifs". Nous obtenons donc K ensembles de valeurs
de paramétres.

3. Pour chaque paramétre du modéle, nous calculons sa moyenne et son écart-
type, & partir des K valeurs obtenues a 1’étape précédente.

L’écart-type ainsi calculé pour chaque paramétre mesure la fiabilité de I'estima-
tion. Un grand écart-type signifie soit que les données expérimentales utilisées pré-
sentent une grande variabilité, soit qu’elles ne sont pas suffisantes pour déterminer
une valeur précise, ce qui encouragera a entreprendre de nouvelles expérimentations
visant & obtenir plus d’informations sur ce paramétre en particulier.

En pratique, la méthode des moindres carrés est utilisée en amont pour déter-
miner des valeurs vraisemblables de paramétres, qui serviront de valeurs initiales
pour les estimations de 1’étape 2 de la méthode de bootstrap.

5.4 Procédures d’optimisation sous controle

Les procédures d’optimisation thérapeutique ont consisté & minimiser une fonc-
tion cott, en fonction des parameétres du traitement (doses des médicaments, durée
et CT d’exposition). Les algorithmes mis en oeuvre pour la tache de minimisation
sont présentés a la section 5.5.Nous décrivons ici les fonctions coiit que nous avons
utilisées.

Optimisation sans contrainte de toxicité

Dans le cas ot nous considérons une unique population de cellules cancéreuses,
notre but est de maximiser 'efficacité du traitement, évaluée a la fin de ’exposition
médicamenteuse. La fonction cotit & minimiser est donc égale a 'opposé de cette
efficacité au temps final.

Pour le modéle de la PK-PD du CPT11, efficacité est mesurée par la variable
mathématique Icompl qui représente les dommages & ’ADN induits par le traite-
ment. La fonction cotlt est donc :

fcout (p) = 7jcompl(tfinalap)

ou p sont les paramétres du traitement dont les valeurs optimales sont & déterminer.

Pour le modéle de 'apoptose par voie mitochondriale, la variable n(t) représente
les cellules survivantes et la fonction cofit est donc égale & :

fcout (Q) = n(tfinah Q)

ol ¢ sont les paramétres du traitement & déterminer.
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Optimisation avec contrainte de toxicité

Pour tenir compte des toxicités limitantes dans la procédure d’optimisation thé-
rapeutique, nous considérons une seconde population de cellules, qui représentent
les cellules saines. Nous prenons maintenant en compte une contrainte sous la forme
d’un seuil que la toxicité ne doit pas dépasser. La stratégie thérapeutique consiste
donc désormais en la maximisation de 'efficacité pour les cellules cancéreuses, sous
une contrainte de tolérabilité.

Mathématiquement, nous ajoutons aux fonctions cotit décrites ci-dessus un terme
qui vaut zéro si la contrainte est respectée, et qui prend une grande valeur si la
contrainte ne 'est pas. L’algorithme d’optimisation cherche & minimiser la fonction
colit et va donc éliminer les valeurs de paramétres du traitement qui rendent le
terme de la contrainte différent de zéro.

Pour le modéle de la PK-PD du CPT11, nous notons Icompleqneer les dommages
a ’ADN dans la population tumorale et Icompls.i, ceux dans les cellules saines.
La fonction coiit devient :

fcout (p) = _Icomplcancer (tfinal ) p) + contrainte (p)

ot contrainte(p) vaut zéro si Icomplsain (tfinai, p) est inférieur au seuil de toxicité
thioz, €t 1000 sinon.

Pour le modéle de ’apoptose par voie mitochondriale, nous notons nNcqncer 1€
pourcentage de cellules survivantes dans la population cancéreuse, et n4q;, celui
dans la population saine. La fonction cotit devient :

fcout (Q) = MNcancer (tfinal 5 Q) + contrainte(q)

ou contrainte(q) vaut zéro si Nsqin (t finai, ¢) €st supérieur au seuil de toxicité theg,
et 1000 sinon. La valeur de 1000 a été choisie puisqu’elle est beaucoup plus grande
que la variable Icompl typiquement de I'ordre de 1073, et que la variable n qui
n’excéde pas 102

La tache de minimisation des fonctions cotit a ensuite été réalisée par les algo-
rithmes fmincon et CMAES présentés dans la partie suivante.

5.5 Les algorithmes de minimisation

fmincon

La fonction fmincon de Matlab permet de résoudre les probléme d’optimisa-
tion non linéaire sous contraintes. Elle utilise I’algorithme de quasi-Newton BFGS
(Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno), pour le calcul du minimium d’une fonction

f(z1,...,x,) en utilisant son gradient (G; = A =1, .., n) et sa matrice hessienne

ow;
2 . .
(Hi,j = 5;;Si5ija 1,7 =1, ,Tl) ([164])
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L’idée principale de cette méthode est d’éviter de construire explicitement la
matrice hessienne et de construire a la place une approximation de la dérivée seconde
de la fonction & minimiser, en analysant les différents gradients successifs. Cette
approximation des dérivées de la fonction permet ensuite ’application de la méthode
de Quasi-Newton de maniére & trouver le minimum dans ’espace des paramétres
(1165)).

CMA-ES

L’algorithme CMA-ES (Covariance Matrix Adaptation Evolution Strategy) est
un algorithme évolutionniste pour des problémes d’optimisation non linéaire et non
convexe dans des domaines continus ([166]). CMA-ES est typiquement utilisé pour
résoudre des problémes non contraints, ou comportant uniquement des contraintes
d’intervalles sur les paramétres & optimiser. Le nombre de ces paramétres peut étre
compris entre 3 et 100.

L’utilisation de cet algorithme est recommandée lorsque les méthodes basées sur
le calcul de dérivée, telles que le gradient conjugué ou la méthode de quasi-Newton
BFGS, ne réussissent pas a accomplir la tache de minimisation a cause d’un domaine
de recherche irrégulier (discontinuités, minima locaux, bruit). Si les méthodes basées
sur la dérivée sont capables de résoudre le probléme, elles sont en général plus rapide
que l'algorithme CMA-ES d’un facteur pouvant aller jusqu’a 30 pour les fonctions
cott les plus simples.

Dans notre étude, nous avons donc utilisé ’algorithme fmincon pour les optimi-
sations sans contrainte de toxicité, en fixant des intervalles de recherche pour les
valeurs des paramétres. L’algorithme CMA-ES a été utilisé pour ’optimisation des
fonctions cotit incluant une contrainte de tolérabilité, parce qu’elles présentent une
discontinuité importante que la fonction fmincon n’a pas su gérer en pratique.
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Chapitre 6

Matériel et Méthodes
expérimentales

6.1 Etude dela PK-PD du CPT11 sur cellules Caco-
2

6.1.1 Médicaments

La solution mére de CPT11 provient de Pfizer (Paris, France). Elle a été ajou-
tée au milieu de culture 16 h avant ’exposition des cellules, dans le but d’atteindre
léquilibre lactone-carboxylate (cf. section 2.8). L’inhibiteur non spécifique de trans-
porteurs ABC, le verapamil, provient de Sigma Aldrich (Paris, France).

6.1.2 Culture de cellules Caco-2

La lignée de cellules Caco-2 a été obtenue de I’American Type Culture Collection
(Rockville, MD). Les cellules sont cultivées dans un milieu Dulbecco’s modified Ea-
gle’s (DMEM) : Ham F12 (1 :1), additionné de pénicilline (100 U/L), streptomycine
(100 pg/mL), glutamine (2 mM) (Fischer Scientific, Paris, France) et contenant 10%
de sérum de veau foetal (FBS) (Dutscher, Paris, France). Elles sont maintenues a
37°C, dans une atmosphére humidifiée contenant 5% de C'Os. Le milieu de culture
a été renouvelé tous les trois jours.

Pour les études de pharmacocinétique et de quantification d’ARN, les cellules
sont ensemencées dans des boites de Petri a 2000 cellules /cm?. Pour les mesures
de viabilité et d’apoptose, elles sont ensemencées dans des plaques de 96 puits a
8000 cellules par puits.

Les cellules Caco-2 sont synchronisées, 3 jours aprés ’obtention de la confluence,
par un choc de sérum (milieu de culture standard contenant 50% de FBS) durant
deux heures, puis replacées dans les conditions de cultures habituelles.

Le volume moyen intracellulaire est déterminé & partir de photographies du
champ du microscope, aprés évaluation du diamétre d’une dizaine de cellules.
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6.1.3 Quantification des ARN par RT-qPCR

L’expression génique des protéines d’intérét est quantifiée par réaction en chaine
par polymérase en temps réel (RT-PCR). Les cellules Caco-2 sont récupérées et
lysées dans de isothiocyanate guanosine, puis congelées a -80°C. Les ARN totaux
sont extraits comme décrit dans [167]. La transcription inverse est réalisée avec le
Superscript IT RT- (Invitrogen, Paris, France). La PCR quantitative est effectuée
avec le LightCycler 480, en utilisant le kit LightCycler 480 SYBR Green I master
(Roche, Meylan, France). La quantification relative des ARN étudiés est réalisée,
en utilisant le géne 36B/ comme référence, par le logiciel Relquant (Roche, Meylan,
France).

Les amorces utilisées pour 'amplification des génes de I’horloge Rev—erba, Per?2,
et Bmall et du géne de référence 36B4 ont été précédemment décrites ([99]). Les
amorces sont pour ABCBI : sense (CCACAGAGGGGATGGTCAGT), antisense
(TAGGCATTGGCTTCCTTGAC) ; pour ABCC1 : sense (ACCATCCACGACCC-
TAATCC), antisense (GACTTGTTCCGACGTGTCCT); pour ABCC2 : sense
(ACCTAGGCACATGGCTCCTG), antisense (CAGGATCTGGAATCCGTAGG);
pour ABCG?2 : sense (CCCAGTGTCACAAGGAAACA), antisense (ACGAAGATTTGCCTC-
CACCT) ; pour UGT1A1 : sense (TCCCAGGAATTTGAAGCCTA), antisense (GT-
GATAAAGGCACGGGTCAT); pour TOP1 : sense (CCAAGCATAGCAACAGT-
GAAC), antisense (GAGGCTCGAACCTTTTCCTC); et pour CES2 : sense (GT-
TAACGCTGCTGATGTTGC), antisense (GGTGGCCTGATGTTCTTGAG). La
température d’hybridation pour toutes les amorces est de 60°C.

6.1.4 Chromatographie a phase liquide haute performance

L’évaluation des concentrations extra et intracellulaires de CPT11 et SN38 est
réalisée par chromatographie a phase liquide haute performance (HPLC). Pour
chaque boite de culture, le milieu extracellulaire est transféré dans un tube qui
sera conservé & -80°C jusqu’a son analyse. Les cellules sont rincées avec du tampon
phosphate salin (PBS), qui est ensuite éliminé. Les cellules sont ensuite prélevées
dans 1 mL de PBS. On les transfére ensuite dans un tube, que l'on centrifuge
(5 min, 1500 rpm & 4°C). Le surnageant est éliminé et le culot resuspendu dans
100 pL d’eau stérile froide. Puis 200 uL de solution d’acétonitrile/methanol/acide
chlorhydrique (50/50/1%) sont ajoutés. On mélange 45 sec avant de centrifuger (10
min, 1000 rpm a 4°C'). Le surnageant est récupéré et conservé dans un tube a -80°C
jusqu’a son analyse.

Les échantillons extracellulaires sont dilués au dixiéme dans du milieu de culture.
Un volume de 100 pL d’acétonitrile acidifié 1% (acide trifluoroacétique) est ajouteé.
Les échantillons sont ensuite mélangés et centrifugés (5 min, 10 000 rpm). Les
surnageants sont alors prélevés et transférés dans des flacons d’injection. Pour les
échantillons intracellulaires, un volume de 30 uL d’eau est rajouté & 70 uL d’échan-
tillon. La mixture est ensuite agitée, puis 85 uL sont prélevés et transférés dans des
flacons d’injection.

La méthode analytique mise au point, a permis la séparation et la quantification
simultanée du CPT-11 et du SN-38. Les analyses chromatographiques sont réalisées
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sur une chaine de chromatographie liquide Dionex (Dionex corporation, Sunnyvale,
CA). Elle est composée d’une pompe P680, d’un passeur automatique ASI-100, d’un
four & colonne TCC-100 et d’un fluorimétre RF-2000. La chaine est pilotée par le
logiciel Chromeéleon. La colonne analytique utilisée est une colonne nucleosil C18 (50
x 3mm, Interchim, Montlucon , France) protégée par une précolonne, de méme phase
(10 x 2,0 mm, 2um, Interchim, Montlucon, France). La phase mobile est composée
d’un mélange eau, acétonitrile acidifié (5% d’acide trifluoroacétique), et méthanol
(65/27/8). Elle est délivrée a un débit de 0,6 mL/min, & une pression d’environ 65
Bars. Les temps de rétention sont approximativement de 2,7 min pour le SN38 et
de 9 min pour le CPT11. Ces deux substances sont détectées par fluorimétrie aux
longueurs d’ondes d’émission 380 nm et d’excitation 532 nm.

Les pics sont quantifiés par référence & une courbe de calibration standard ob-
tenue par 'analyse de concentrations connues de médicaments (CPT11 : 0.001-0.1
mg/mL, et SN38 : 5.10-5-5.10-2 mg/mL). Le logiciel utilisé est WinNonLin Pro
v.4.1 (Pharsight Corporation, Mountain View, CA, USA).

La méthode analytique a été validée selon les recommandations présentées dans :
" Food and Drug Administration (FDA), guidance for Industry. Bioanalytical Me-
thod Validation ". La limite de quantification ou LLOQ (Lower Limit of Quan-
tification) a été validée a 250 ng/ml pour le CPT11 et 2.5 ng/ml pour le SN38
([168])

Les valeurs obtenues sont ensuite normalisées a 1 million de cellules, comme décrit
ci-apres.

Normalisation des concentrations a 1 million de cellules

La mesure de concentration brute obtenue de la méthode d’HPLC dépend de la
quantité de cellules présente dans la boite de Pétri. Une normalisation des résultats
a donc été entreprise de maniére a calculer les concentrations intracellulaires et
extracellulaires que 'on aurait obtenues si le nombre de cellules dans toutes les
boites de Pétri était de 1 million.

Pour cela, nous avons mesuré 1’évolution temporelle du nombre de cellules par
boite pour chaque expérience. Des boites de controle aprés 2, 12, 24 et 42 h d’ex-
position au CPT11 ont été trypsinées, et la quantité de cellules qu’elles contenaient
comptée a la cellule de Mallasez. Les nombres de cellules pour les points de temps
auxquels il n’y a pas de boite de controle ont été obtenus par interpolation linéaire.

Les calculs de normalisation se font avec les notations suivantes :
— n est la quantité de moles de médicaments.
— ()meas représente les valeurs brutes mesurées par la méthode ’'HPLC, expri-
mées en 1 M.
— ()1 représente les valeurs normalisées & 1 million de cellules, exprimées en
w M.
— N, est le nombre de cellules par boite de Pétri, exprimé en millions de cellules.
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Pour la normalisation des concentrations intracellulaires, nous utilisons la régle
de proportionnalité suivante :

(nin)lM =

Nous divisons par le volume intracellulaire V,, :

(nin)lM _ i (nin)meas

v, NV
Cin meas

o = G

La formule utilisée est donc : | (Cip )1ar = (Cin)meas

c

Pour la normalisation des concentrations extracellulaires, nous utilisons la loi de
conservation de la quantité totale de médicament nsyy :

(nout)lM = Ntot — (nzn)lM
(nout)lM = Ntot — M
C
1
(nout)lM = Ntot — F(ntot - (nout)meas)
C
(nowe) e Lot — 2 (1ow)
n M = Niot — — (N ~
out)1 Nc tot Nc out Jmeas

Nous divisons par le volume extracellulaire Vi :

(nout)lM _ Nc -1 Ntot _ inout)meas
Vout Nc Vout Nc Vout
N.—1 1
(Cout)lM - chtot - ﬁc(cout)meas

La formule utilisée est donc : | (Cout)1m = 252 Chot — o (Cout)meas

6.1.5 Dosage de Pactivité Topoisomérase 1

La détection de l'activité de la TOP1 est réalisée a l'aide du kit In vivo link
Topol (TopoGen, Biovalley). Les cellules sont rincées avec du PBS puis lysées dans
3 mL de tampon de lyse (sarkosyl 1%, Tris-HC1 10 mM pH = 7,5, EDTA 1 mM)
permettant d’extraire ’ADN et de le protéger de la dégradation.

Dans le but de séparer les protéines libres des protéines liées a ’ADN, les extraits
cellulaires sont déposés sur un gradient de chlorure de césium. Quatre solutions de
chlorure de césium de densités différentes (d4a=1,82, dg=1,72, dc=1,50 et dp=1,37)
sont préparées et 2 mL de chaque sont déposés successivement dans un tube de fagon
A constituer un gradient discontinu. Le lysat cellulaire est déposé a la surface du
gradient.
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Les gradients réalisés précédemment sont ensuite centrifugés a 31000 rpm pendant
18 heures a 25°C. Apreés centrifugation, des fractions successives de 400 pl sont
réalisées en commencant par les densités les plus faibles. Pour chaque fraction, une
mesure de 'absorbance & 260 nm est réalisée pour localiser les fractions contenant
les protéines libres et celles contenant I’ADN.

50uL de chaque fraction sont ensuite dilués dans 100 uL. de tampon phosphate de
sodium (phosphate de sodium 25 mM, pH = 6,5). Les 150uL de solutions obtenus
sont déposés dans un puit de 'appareil & dot blot. Les protéines des différentes frac-
tions déposées sont transférées sur une membrane PVDF (Polyvinylidene fluoride)
préalablement régénérée dans du méthanol, par 'application d’un vide d’air.

La membrane est alors incubée 2 h sous agitation & température ambiante dans
une solution de TBST BSA 1%. L’incubation de anticorps primaire anti-TOP1
dilué au 1/2500™¢ dans du TBST est réalisée a 4°C' sous agitation pendant une
nuit. Le lendemain matin, la membrane est rincée 3 fois 10 min dans une solution
de TBST. Elle est incubée 2 heures sous agitation & température ambiante avec la
protéine A-HPR diluée au 1/5000™¢ dans du TBST. Enfin, la membrane est rincée
3 fois 10 min dans la solution de TBST. La révélation se fait grace au kit de chi-
mioluminescence Immun-star Western C (BIO-RAD, Marnes-la-coquette, France),
selon les procédures standards.

6.1.6 Mesure d’apoptose par viabilité cellulaire et caspases

La viabilité cellulaire a été déterminée par le kit CellTiter-Glo (Promega, Madi-
son, WI), 'apoptose par le kit Caspase-Glo (Promega, Madison, WI). Les cellules
sont ensemencées dans des plaques de 96 puits. Les kits sont utilisés en suivant la
procédure décrite dans le manuel. Les valeurs de luminescence obtenues pour les cel-
lules exposées au médicament sont rapportées aux valeurs des cellules non traitées,
et sont donc exprimées en pourcentage du contréle. Ensuite, les mesures d’apop-
tose ont été normalisées a la viabilité cellulaire pour tenir compte de 1’évolution

temporelle du nombre de cellules par puits. On a donc : Apop = W

6.2 Etude de l’apoptose par voie mitochondriale
dans les cellules NIH-3T3

6.2.1 Microscopie confocale

Pour 'analyse de la relocalisation de BIK aux mitochondries en réponse a une
exposition & la staurosporine, les cellules sont préincubées avec du Mitotracker-red
(1:10,000) pendant 20 min, avant d’étre rincées dans du milieu de culture pendant
20 min. Ensuite, les cellules sont fixées par ’adjonction de 4% de paraformaldehyde.
Le Mitotracker-red est éliminé par une incubation de 10 min dans ’acétone a -20°C,
puis les procédures standards sont réalisées. Les protéines de BIK endogénes sont
détectées par un anticorps spécifique anti-BIK-BH3 (1 :200). L’anticorps secondaire
(Molecular Probe) a été marqué par isothiocyanate de fluorescéine. Les noyaux sont
colorés avec du Hoechst-33342 dye (1 : 50,000 dans le milieu de montage). Les images
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sont acquises par microscopie confocale sur un Axiovert 100M, LSM510 (Zeiss), en
utilisant un objectif Plan Apochromat 63x/1.4 Oil DIC.
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Chapitre 7

Conclusions et perspectives

Ce travail de thése présente une approche pluridisciplinaire biologique et mathé-
matique pour l'optimisation sur base moléculaire des traitements anticancéreux.
Une preuve de concept de cette approche a été proposée pour la chronothérapie de
Iirinotecan, étudiée sur cultures de cellules Caco-2. Une organisation circadienne
d’une période de 26 h 50 (SD 63 min) a été expérimentalement démontrée pour
les cellules Caco-2 et a pour conséquence une variation circadienne de la PD du
CPT11. Un modéle mathématique de la PK-PD de l'irinotecan a été construit et
calibré aux données biologiques.

Il a permis la détermination de schémas d’exposition théoriquement optimaux.
En effet, la stratégie thérapeutique adoptée a consisté & maximiser le dommages
a ’ADN des cellules non synchronisées, jouant le role de cellules cancéreuses, sous
une contrainte de toxicité maximale pour les cellules synchronisées, représentant les
cellules saines. Les procédures d’optimisation nous ont permis de conclure que 1’ad-
ministration optimale de toute dose de CPT11 consiste en une exposition de 3h40
4 7h10, débutant 1h30 a 1h50 avant le creux du rythme de bioactivation du CPT11
par les CESs. La validation expérimentale de ces schémas d’exposition théorique-
ment optimaux constitue la prochaine étape. Ces travaux constitueront alors une
premiére preuve de concept de 'optimisation thérapeutique sur base moléculaire
par une approche combinée expérimentale et mathématique.

Notre approche pluridisciplinaire a ensuite été mise en oeuvre dans le but d’op-
timiser I’administration chronomodulée de l'irinotecan pour trois classes de chro-
notoxicité précédemment mise en évidence chez la souris. Un modéle de la PK-PD
"corps entier" du médicament a été construit. Un ensemble de paramétre a été
estimé pour la classe 2 & partir de données biologiques de la PK sanguine et tis-
sulaire du CPT11 et des rythmes circadiens des protéines de sa pharmacologie.
Le modeéle ainsi calibré reproduit de facon satisfaisante les résultats expérimen-
taux. L’estimation des paramétres pour les classes 1 et 3 permettra la comparaison
des ensembles de paramétres afin de déterminer les différences moléculaires entre
les classes. L’étape suivante consiste en l'utilisation de procédures d’optimisation
pour concevoir des schémas d’administration chronomodulés optimaux pour chaque
classe de souris.
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Le modéle "corps entier" congu pour la souris pourra étre adapté pour I’homme en
redimensionnant ses parameétres. Le modéle ainsi adapté pourrait étre utilisé pour
caractériser au niveau moléculaire de futures classes de patients cancéreux. Pour
chaque classe, la mise en évidence de déterminants moléculaires de la chronotoxicité
a lirinotecan pourrait étre entreprise. Ainsi, ces déterminants pourraient étre me-
surés dans chaque patient, soit par des biopsies de peau, soit par des prélévements
salivaires, soit en les corrélant avec les rythmes d’activité-repos et de température.
Ils seraient ensuite utilisés pour recalibrer le modéle mathématique qui fournirait
alors des schémas d’administration personnalisés en fonction des rythmes circadiens
du patient.

Enfin, la tyrosine kinase SRC a été étudiée dans des cellules NIH-3T3 paren-
tales, jouant le role de cellules saines, et dans les mémes cellules transfectées avec
I’oncogéne v-src, qui représentent les cellules cancéreuses. Une approche combinée
expérimentale et modélisatrice a été mise en oeuvre pour déterminer les stratégies
optimales & appliquer dans le cas particulier de ce systéme biologique.

Les schémas d’exposition optimaux ont été définis comme ceux maximisant I’apop-
tose chez les cellules cancéreuses, sous la contrainte d’un pourcentage de cellules
apoptotiques maximal dans la population saine. La stratégie thérapeutique théo-
riquement optimale a consisté en une exposition & la staurosporine, aprés une ad-
ministration d’un répresseur de l'expression de BAX (de maniére & diminuer sa
concentration en-dessous du seuil apoptotique dans les cellules normales, mais pas
dans les cellules cancéreuses), combinée a un répresseur de BCL2 ou un inhibi-
teur de SRC. La prochaine étape consiste en une validation expérimentale de ces
combinaisons médicamenteuses théoriquement optimales.

Si ces combinaisons médicamenteuses sont validées par 1’expérimentation in vi-
tro, elles pourraient ensuite étre testées dans des essais cliniques chez des patients
cancéreux dont les tissus tumoraux présentent une mutation de l'oncogéne SRC
menant & un profil moléculaire des protéines de la famille Bcl2 similaire & celui des
fibroblastes NITH-3T3 transformés.
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Article history: The anticancer drug Irinotecan (CPT11) is known to trigger the induction of ATP-Binding

Received 3 February 2011 Cassette (ABC) transporters, responsible for the efflux of the drug and its metabolites

Accepted 22 February 2011 outside of the cells. The drug-modulated overexpression of those transporters prevents
its accumulation in the intracellular medium, therefore decreasing its efficacy. A critical

Keywords: clinical concern lies in the design of CPT11-based therapeutic strategies which eradicate

Molecular modeling

; a maximum number of cancer cells despite their ability to become resistant. In order to
Anticancer drug

Pharmacokinetics- pharmacodynamics address thi; issye, we supplementeql an existing mqthematical model of CPT11 mplecular
Therapeutics optimization pharmacokinetics-pharmacodynamics (PK-PD) with a new model of CPT1l-induced
Drug-driven transporter induction overexpression of ABC transporters. We then theoretically optimized exposure to CPT11
given as a single agent or combined either with ABC transporter inhibitors, or with
inhibitors of nuclear factors whose activation is responsible for transporter overexpression.
We firstly considered a cancer cell population endowed with the ability of inducing their
transporters. For any drug combination, we concluded that the highest concentration
of CPT11 should be administered in order to kill a maximum number of cancer cells,
despite the triggering of resistance. We then considered a population of healthy cells
which were assumed to be identical to cancer cells except that they were not able to
become resistant. Optimal schemes were defined as the ones which maximized DNA
damagein cancer cells under the constraint of DNA damage in healthy cells not exceeding a
tolerability threshold. The optimal therapeutic strategy consisted in combining CPT11 with
ABC transporter inhibitors as it achieved a complete reversal of resistance by means of the
lowest concentrations of CPT11.
©2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Multidrug resistance (MDR) is characterized by the ability of cancer cells to become simultaneously resistant to many
anticancer drugs. A possible cellular mechanism of MDR is the drug-modulated induction of ATP-Binding Cassette (ABC)
transporters which actively pump molecules outside of the cells [1]. The enhancement of ABC transporter expression in
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tumor tissues prevents anticancer drugs from accumulating in the intracellular medium and therefore decreases their
efficacy. Irinotecan (CPT11) is a cytotoxic drug approved for the treatment of colorectal cancer [2]. CPT11 is a substrate for
several ABC transporters and is known to trigger their induction in cancer cell lines [3-5]. We propose here to theoretically
optimize CPT11-based therapeutic strategies in the case of MDR.

To address this concern, we designed a mathematical model for CPT11-driven transporter induction by extending an
existing model of CPT11 molecular pharmacokinetics-pharmacodynamics (PK-PD) [6]. We then theoretically investigated
optimal therapeutic strategies which circumvent resistance in cancer cells. Wefirstly searched for exposure schemes which
maximized DNA damage within a population of cancer cells endowed with the ability of inducing their transporters. Then we
considered a second population defined as healthy cells which were identical to the cancer ones except that they were not
endowed with the considered resistant mechanism. Optimal exposure schemes were defined as the ones that maximized
DNA damage in cancer cells under the constraint of DNA damage in healthy cells not exceeding a tolerability threshold. We
investigated three drug combinations: CPT11 given as asingle agent, combined with ABCtransporter inhibitors, or combined
with inhibitors of nuclear factors whose activation is responsible for ABC transporter induction.

2. The existing mathematical model of CPT11 molecular PK-PD

A mathematical model of CPT11 molecular PK-PD was previously built and fitted to in vitro experimental data [6]. It
describes molecular events occurring within a cell population during CPT11 exposure. Briefly, CPT11 in the intracellular
medium (CPT;,) is converted into its active metabolite SN38 (SN;,) under the catalytic activity of carboxylesterases (CES).
SN38 is deactivated into SN38G through UDP-glucuronosyltransferase enzymes (UGT) [2]. CPT11, SN38 and SN38G are
assumed to enter passively into the cytoplasm but to be actively expelled outside of the cells by several transporters of the
ABC superfamily. The variable ABC CPT represents transporters responsible for CPT11 efflux and stands for the cumulative
activity of ABCB1, ABCC1 and ABCC2. Transporters of SN38 and SN38G are denoted by the variable ABC SN which represents
the activity of ABCC1, ABCC2 and ABCG2 [6].

dlcPTin] _ [CPT...] — Verrcer [ABC_CPTICPTin] Ve[ CESIICPTin] (1)
a T Keficrr + [CPTin] Kees + [CPTin]
dlsvin] Kooau [N ] — Verran [ABC_SN][SNjp] | Vees[CESIICPTi ]
dt oo ot KeﬂSN + [SNin] Kces + [CPTin]
Vugt[UGT][SNin]
—Kugt T ke [DNATOP1][SN38;,]1 + k;»[Compl]. (2)

CPT11lisan inhibitor of topoisomerase 1 (TOP1), an enzyme which relaxes supercoiled DNA by creating transient single-
stranded breaks [7]. The active metabolite SN38 stabilizes DNA/TOP1 complexes into reversible SN38/TOP1/DNA ones
(Compl) which still spontaneously dissociate but at a much slower rate. Collisions between those ternary complexes and
replication or transcription mechanisms create irreversible DNA damage (/compl) which trigger DNA repair, cell cycle arrest
and lead possibly to apoptosis [7]. Icompl is the output variable of the model as it has been experimentally correlated with
CPT11 cytotoxicity [6].

d|Compl
% — ko [DNATOPL[SN;y] — ko[ Compl] — ki [Compl] 3)
d|/compl
% = Kirr[Compl]. (4)

3. Adding CPT11-modulated ABC transporter induction

CPT11 exposure may enhance the expression of ABCB1 and ABCG2 both in cancer cell linesand in tumor tissuesin patients
[3-5]. Therefore we supplemented the existing mathematical model of CPT11 PK-PD with a representation of the drug-
driven transporter induction.

A possible molecular mechanism leading to this induction consists in the activation by CPT11-induced DNA damage of
nuclear factors which then promote the expression of ABC transporters (Fig. 1). Indeed, in cancer cell lines, DNA double-
stranded breaks resulting from CPT11 exposure activate the nuclear factor NF-KB [8-10] which enhances ABCB1 expression
[11,12]. In the same way, chemical stress may activate the nuclear factor NRF-2 which is known to promote the expression
of ABCG2, ABCC1 and ABCC2 [13-16].

We thus propose the following model for mRNA and protein amounts of ABC transporters responsible for CPT11 and
SN 38 efflux:

d[ABC Xgnal [1compl]

= kwa + King—————————
dt A T Bind th] 4 + [Icompl]

d[ABC_Xpror]
dt

— KarnalABC_Xgyal (5)

= Kaac[ABC_Xgnal — Kaasc[ABC_Xprot] (6)
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Fig. 1. CPT1l-driven transporter induction CPT11 in the extracellular medium (CPT,,:) enters passively in the cytoplasm (CPT;,). It is then actively
expelled outside of the cells by efflux pumps called ABC transporters. CPT;,, creates DNA damage responsible for the activation of nuclear factors which
promote ABC transporter expression. The enhanced active efflux results in a decreased intracellular drug concentration and therefore confers resistance
to thecells.

where ABC X stands either for ABC_CPT or for ABC_SN.In the absence of CPT11, ABCtransporter mRNA expression ABC Xgya
is the result of transcription (kmna) and degradation (Kqasc). ABC transporter proteins ABC Xg,o: arise from the translation of
ABC_Xgna (kmpc) and are degraded by the cell (Kgasc). mMRNA molecules were assumed not to be consumed by the translation
mechanism as one mMRNA molecule may produce several proteins.

Nuclear factor activation by CPT11 is phenomenologically modeled in Eq. (5) by an S-shaped function which shows a
steep increase when DNA damage (/compl) exceeds the induction threshold th;,y. Indeed experimental results show that
CPT11 induces a rapid and transient activation of the nuclear factor NF-KB which is dose-dependent and rapidly saturates
when thedose of CPT11 isincreased [9,10]. This modeling choice results in a persistent overexpression of transporter mRNA
and protein amounts which lasts after the drug exposure. Indeed the reversal of transporter induction was observed only
after two months in cultured cell lines [4]. It is neglected here since our concern is to design short-term optimal exposure
schemes.

For the sake of simplicity, we assumed that ABC Xgya and ABC_Xpo+ are equal to 1 UM at steady state in the absence of
drug and therefore set kgya = 1 UM, kgrya = 1 h™! and kage = kgase. We assumed that this is the first time that cells are
exposed to CPT11. Therefore, at the initial instant, transporter mRNA and protein amounts are equal to 1. All other variables
are equal to 0 except CPT11 extracellular concentration which is set to the chosen exposure concentration.

Other parameter values were estimated by fitting experimental data from the literature in which a 6-fold increase in
ABCB1 mRNA level and a 2-fold increase in its protein amount were observed after 96 h of exposure to SN38 [3]. We
assumed that these kinetics occurred for an exposure to 80 UM of CPT11 and obtained: n = 20, kugc = Kgasc = 0.1 h71,
King = 5 UM h™! and thi,g = 0.13 UM,

4. Optimal therapeutic strategies in the case of MDR

4.1. Considered drug combinations

The aim of this part is to optimize CPT11-based therapeutics in the case of MDR. Clinical strategies aiming at reversing
MDR mainly consist in inhibiting ABC transporters by pharmacological agents [1]. Another possibility inferred from
mathematical modeling consistsin inhibiting nuclear factors. Several inhibitors of NF-KB are currently under clinical studies
[17]. Their administration in combination with CPT11 do enhance cell sensitivity to the drug. However, NF-KB displays a
well-studied anti-apoptotic activity, which inhibition may be responsible for thisincreasein cell death [18,19]. We therefore
considered three drug combinations: CPT11 given as a single agent, combined with ABC transporter inhibitors or combined
with nuclear factor inhibitors.

CPT11 administration consisted in exposing cells to an extracellular medium containing the drug at an initial
concentration ranging from 0 to 3000 M. This interval of concentrations was chosen as it resulted in SN38 extracellular
concentrations between 0 and 0.15 UM in the absence of transporter induction, which are physiological values for SN38
blood concentration in patients [20]. Exposure duration was searched between 1 and 168 h. Transporter or nuclear factor
inhibitor administration was assumed to start before CPT11 exposure so that the system was at steady state when CPT11
was added to the culture medium. Nuclear factor inhibitors were modeled by setting kj,4 to 0 for ABC_CPT and ABC SN,
which corresponds to acompleteinhibition. ABCtransporter inhibitors/_ABC were modeled as competitiveinhibitors which
irreversibly trap transporters into complexes:

[ABC Xprot]
Tpmt = KiascABC_Xpna — Kaasc[ABC Xprot ] = Kinin[!_ABCI[ABCprot ] (7)
[1_ABC]

T —Kinnipll_ABC[ABC_Xprot ]. (8)

Inhibitor concentrations were assumed to be high enough to completely inhibit transporters in the absence of drug-driven
induction. Therefore, ABC_CPT and ABC_SN were set to 0 at the initial instant. Inhibitor concentrations were set to 200 UM
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Fig. 2. Maximizing DNA damage in cancer cells without tolerability constraint. Time evolution of CPT11 and SN38 in intra and extracellular
compartments, of ABC_CPT transporter protein amount and of the drug-induced irreversible complexes Icompl, during optimal exposure to CPT11
given as a single agent (black), combined with nuclear factor inhibitors (red), or with ABC transporter inhibitors (blue). For any drug combination, the
optimal exposure scheme consisted in administering the highest concentration of CPT11 (3000 UM) over the longest duration (168 h). When CPT11
was administered as a single agent, cancer cells increased ABC transporter expression so that the intracellular concentrations of CPT11 and SN38 were
decreased, and thus created less DNA damage. The co-administration of nuclear factor or ABC transporter inhibitors prevented transporter overexpression
and increased CPT11-induced DNA damage. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version
of this article.)

atinitial instant and kjnpjp Was set to 1 so that the inhibition of transporter induction was rapid and complete. For each drug
combination, the optimization procedure consisted in searching for the optimal concentration of CPT11 and the optimal
exposure duration.

4.2. Maximizing DNA damage within cancer cells

First, we considered a population of cancer cells endowed with the mechanism of drug-driven transporter induction.
We searched for exposure schemes which maximized DNA damage in these cancer cells without any tolerability constraint.
The optimization procedure consisted in minimizing the opposite of the variable /compl using the evolutionary algorithm
CMAES [21].

For CPT11 given as a single agent, the optimal exposure scheme consisted in administering the highest concentration
of 3000 LM over the longest duration equal to 168 h, despite the triggering of resistance (Fig. 2). This result thus suggests
that cancer cells should be exposed to the highest tolerable dose of CPT11 so that the largest amount of DNA damage is
created before they overexpress their transporters. The same optimal exposure scheme was found when CPT11 was co-
administered with nuclear factor or transporter inhibitors, as no tolerability constraint was considered in this case. It can
be noted that in the case of CPT11 given as a single agent, SN38 extracellular concentration was largely higher than when
the drug was combined with inhibitors because SN38 enhanced efflux prevented its deactivation into SN38G which occurs
in the intracellular medium.

4.3. Maximizing DNA damage within cancer cells under a constraint of tolerability

Wethen considered a population of healthy cellswhich weredefined asidentical to the previously mentioned cancer cells
except that they were not endowed with the ability of enhancing ABC transporter expression in response to drug exposure.
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Fig. 3. Maximizing DNA damage in cancer cells with tolerability constraint Comparison of three therapeutic strategies: exposure to CPT11 as a single
agent (black, diamond), combined with nuclear factor inhibitors (red, circle), or combined with ABC transporter inhibitors (blue, circle). A.DNA damage in
cancer cells with respect to the maximal allowed DNA damage in healthy cells: combining CPT11 with inhibitors of nuclear factors or of ABC transporters
completely reversed the resistance of cancer cells. B. Optimal concentrations with respect to maximal allowed DNA damage in healthy cells: optimal
concentrations in the case of CPT11 combined with nuclear factor inhibitors were approximately half the ones found when CPT11 was given as a single
agent. Combining CPT11 with ABC transporter inhibitors allowed a larger decrease in the optimal concentration to be administered. (For interpretation of
the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Optimal exposure schemes were defined as the one that maximized DNA damage in cancer cells under the constraint of DNA
damagein healthy cells not exceeding atolerability threshold [6,22]. W e determined optimal exposure schemes for atoxicity
threshold ranging from 0.1 to 0.5 UM of DNA-bound SN38. The optimization procedure consisted in the minimization by
the CMAES algorithm of a cost function which was the sum of two terms. The first term consisted in the opposite of DNA
damage Icompl in cancer cells which typically ranged from 0 to 0.5 UM of DNA-bound SN38. The second term accounted for
thetoxicity constraint. It was equal to 0 when Icompl in healthy cells was under the tolerability threshold and became equal
to 1000 otherwise. Optimization procedures gave the following results for each considered drug combination.

For any toxicity threshold, optimal exposure schemes when CPT11 was given as asingle agent consisted in administering
a concentration of 370-2700 UM over a duration ranging from 36-152 h, linearly increasing with the allowed toxicity
(Fig. 3). When the toxicity threshold was lower than the resistance threshold (0.13 uM of DNA-bound SN38), DNA damage
in healthy and cancer cells were the same since resistance was not triggered. On the contrary, when the induction threshold
was exceeded, the optimal exposure schemes resulted in 12%more DNA damage in healthy cells than in cancer cells which
triggered their resistance mechanism.

The combination of CPT11 with nuclear factor inhibitors allowed a decrease in optimal concentrations of CPT11 which
were equal to approximately half the ones found when CPT11 was given as a single agent, optimal exposure durations
remaining the same (Fig. 3). Moreover, the administration of nuclear factor inhibitors completely annihilated the advantage
of resistant cells so that DNA damage in healthy and cancer cells were equal.

The use of ABC transporter inhibitors combined with CPT11 further decreased optimal concentrations of CPT11 to be
administered which ranged between 150 and 290 UM (Fig. 3). Optimal durations were slightly decreased compared to the
other drug combinations and linearly increased with the allowed toxicity from 32 to 148 h. This strategy also allowed a
complete circumvent of resistance as DNA damage in healthy and cancer cells were equal. W e therefore concluded that this
strategy was the optimal one as it involved the lowest concentrations of CPT11 to completely reverse resistance.

5. Discussion

To the best of our knowledge, two other published works modeled ABC transporter induction. A mathematical model of
doxorubicin PK-PD includes transporter overexpression which is assumed to be directly proportional to the intracellular
drug concentration [23]. This modeling assumption does not render an account of the experimentally observed threshold
on drug concentrations above which resistance is triggered. Moreover, this model allows the quantity of ABC transporters
to grow to infinity in the case of large drug concentrations. Our modeling choice prevents ABC transporter amount to grow
to infinity as the induction term rapidly reaches its maximal value k;,y when DNA damage /compl increases.

Another work models the molecular PK-PD of 5-fluorouracil and includes the drug-induced transporter overexpression
[20]. In this model, the nuclear factor remains activated as long as the drug intracellular concentration exceeds an induction
threshold. However NF-KB kinetics in the presence of CPT11 consists in a transient activation of few hours which vanishes
before the drug removal [9]. Furthermore, this modeling choice implies that killing a maximum number of cancer cells is
achieved by an exposure to a dose below the induction threshold during a long period in order not to trigger the resistant
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mechanism. On the contrary, our model concludes that the resistant mechanism is going to be triggered anyhow and that
the highest tolerable dose should be given during the first cell exposure in order to kill a maximum number of cancer cells
before they overexpress their transporters and become resistant.

This study concludes that combining ABC transporter inhibitors with CPT11 is the optimal therapeutic strategy as it
involved the lowest concentrations of CPT11 to completely reverse MDR. However, we did not take into account the
possible toxicity induced by the inhibitors themselves. Indeed several ABC transporter inhibitors display bone-marrow and
neurological toxicity [1].

6. Conclusion

This article presents an extended model of CPT11 molecular PK-PD which includes the drug-induced transporter
overexpression. The model predicted that, in order to kill a maximum number of resistant cells, the highest tolerable
concentration of CPT11 should be administered during the first exposure, in order to create the largest amount of DNA
damage when cells have not overexpressed their transporters yet. Now considering a tolerability constraint, we concluded
that the combination of CPT11 with ABCtransporter inhibitors was the optimal therapeutic strategy asit allowed a complete
reversal of resistance by means of the lowest concentrations of CPT11.
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Abstract

Circadian timing largely modifies efficacy and toxicity of many anticancer drugs. Recent findings sug-
gest that optimal circadian delivery patterns depend on the patient genetic background. We present here
a combined experimental and mathematical approach for the design of chronomodulated administration
schedules tailored to the patient molecular profile. As a proof of concept we optimized exposure of Caco-
2 colon cancer cells to irinotecan (CPT11), a cytotoxic drug approved for the treatment of colorectal
cancer. CPT11 was bioactivated into SN38 and its efflux was mediated by ATP-Binding-Cassette (ABC)
transporters in Caco-2 cells. After cell synchronization with a serum shock defining Circadian Time
(CT) 0, circadian rhythms with a period of 26 h 50 (SD 63 min) were observed in the mRNA expression
of clock genes REV-ERBa, PER2, BMALI, the drug target topoisomerase 1 (TOP1), the activation
enzyme carboxylesterase 2 (CES2), the deactivation enzyme UDP-glucuronosyltransferase 1, polypep-
tide Al (UGT1A1), and efflux transporters ABCB1, ABCC1, ABCC2 and ABCG2. DNA-bound TOP1
protein amount in presence of CPT11, a marker of the drug PD, also displayed circadian variations. A

mathematical model of CPT11 molecular pharmacokinetics-pharmacodynamics (PK-PD) was designed



and fitted to experimental data. It predicted that CPT11 bioactivation was the main determinant of
CPT11 PD circadian rhythm. We then adopted the therapeutics strategy of maximizing efficacy in non-
synchronized cells, considered as cancer cells, under a constraint of maximum toxicity in synchronized
cells, representing healthy ones. We considered exposure schemes in the form of an initial concentration
of CPT11 given at a particular CT, over a duration ranging from 1 to 27 h. For any dose of CPT11,
optimal exposure durations varied from 3h40 to 7h10. Optimal schemes started between CT2h10 and
CT2h30, a time interval corresponding to 1h30 to 1h50 before the nadir of CPT11 bioactivation rhythm

in healthy cells.

Author Summary

Treatment timing within the 24-h timescale, that is, circadian (circa, about; dies, day) timing, can
change by several fold the tolerability and antitumor efficacy of anticancer agents both in experimental
models and in cancer patients. Chronotherapeutics aims at improving the tolerability and/or the efficacy
of medications through the administration of treatments according to biological rhythms. Recent findings
highlight the need of individualizing circadian delivery schedules according to the patient genetic back-
ground. In order to address this issue, we propose a combined experimental and mathematical approach
in which molecular mathematical models are fitted to experimental measurements of critical biological
variables in the studied experimental model or patient. Optimization procedures are then applied to the
calibrated mathematical model for the design of theoretically optimal circadian delivery patterns. As a
first proof of concept we focused on the anticancer drug irinotecan. A mathematical model of the drug
molecular PK-PD was built and fitted to experimental data in Caco-2 colon cancer cells. Numerical
algorithms were then applied to theoretically optimize the chronomodulated exposure of Caco-2 cells to

irinotecan.

Introduction

Circadian timing largely modifies efficacy and toxicity of many anticancer drugs. Chronomodulated
administration schemes for patients have been designed based on chronotoxicity results obtained in mice

and subsequently validated in clinical trials in which all patients have received the same regimen. However



recent findings highlight the need of personalizing circadian delivery according to the patient gender and
genetic background ( [1,2]). The systems biology approach presented here aims at designing optimal
chronotherapeutics schedules using mathematical models fitted to the patient molecular profile. We
propose here an in vitro proof of concept which focuses on irinotecan (CPT11), a cytotoxic drug approved
for the treatment of colorectal cancer ( [3]). CPT11 efficacy and toxicity display circadian rhythms in
mice ( [4,5]) and in patients ( [6,7]). Its circadian administration is here optimized in cell culture using

a combined experimental and mathematical approach.

Most biological functions in mammals such as rest-activity, body temperature or hormonal secretions,
display rhythms of period between 20 and 28 h called circadian rhythms. Circadian changes are coor-
dinated by the suprachiasmatic nuclei (SCN), an endogenous pacemaker located in the hypothalamus.
SCN functions display an intrinsic genetically-determined period which is entrained and calibrated at pre-
cisely 24 h by environmental synchronizers such as the alternation of days and nights, socio-professional
routines and meal timing ( [8]). This central pacemaker controls through rhythmic physiological signals
the molecular circadian clock present in each nucleated cell. The cellular molecular clock is constituted
of interconnected regulatory loops involving about 15 clock genes such as CLOCK, PER, BMAL, or
REV-ERBa. Those genes display circadian rhythms in their expression and generate in turn circadian
oscillations of various gene and protein amounts. ( [9]). In particular, many enzymes involved in drug
metabolism, cell cycle, DNA repair or apoptosis display circadian variations and induce rhythms in the
toxicity and efficacy of many anticancer drugs. The circadian organization is often disrupted in tumor tis-
sues. This temporal difference between normal and cancer cells is exploited in cancer chronotherapeutics

by targeting the circadian time of minimum toxicity in healthy cells ( [8]).

In wvitro chronotherapeutics studies derive their rationale from the fact that each nucleated cell is
endowed with a molecular circadian clock. Nevertheless, in the absence of external synchronizer, the
millions of cells contained in a Petri dish oscillate neither with the same phase nor with the same period
( [10,11]). Synchronization with a serum shock (exposure to a large amount of nutrients ( [12])), drugs
( [13]) or temperature cycles ( [14]) resets the cellular clocks which then oscillate in synchrony with a
circadian period. Of note, the serum shock may activate transcription factors which induce a transient

overshoot in the expression of some genes during the first periods.



As CPT11 is highly toxic for the colon mucosa and efficient against colorectal adenocarcinomas, the
human colon cancer cell line Caco-2 was chosen for this in vitro study. Caco-2 cells constitute a well-
established cellular model for investigating both colon physiology and colon cancer susceptibility to drugs.

Furthermore, they do express clock genes ( [15]).

Concerning CPT11 PK, the drug is bioactivated by CESs into SN38 which is 100 to 1000-fold more
cytotoxic ( [16,17]). SN38 is deactivated into SN38G by glucuronidation through mainly UGT1A1 ( [18])
and other UGT1As ( [19]). CPT11 cellular uptake is passive in intestinal cells whereas that of SN38 occurs
passively only at low pH when the carboxylate form is predominant. The uptake of SN38 lactone form
is possibly mediated by active mechanisms ( [20,21]). CPT11 and its metabolites are actively expelled
outside of the cells by transporters of the ABC super-family. CPT11 is preferentially transported by
ABCBI1, ABCC1 and ABCC2; SN38 by ABCG2, ABCC1 and ABCC2; and SN38G by ABCC2 and
ABCG2 ( [22], [23]).

CPT11 is an inhibitor of TOP1, an enzyme present in all nucleated cells ( [24]). Its function is to relax
DNA which may be supercoiled by several processes including replication and transcription. TOP1 binds
to DNA and cuts one strand which is thus able to rotate around the molecule. Then TOP1 dissociates
from DNA allowing the reconnection of the broken strand. CPT11 and its active metabolite SN38 prevent
TOP1 religation by creating DNA/TOP1/drug complexes which can spontaneously dissociate but have
a longer lifetime than DNA/TOP1 complexes. Collisions between those ternary reversible complexes
and replication or transcription mechanisms convert them into irreversible covalent DNA damage which
triggers DNA repair and possibly leads to cell cycle arrest and apoptosis ( [24,25]). The amount of TOP1
complexes on the DNA has been experimentally correlated to CPT11 cytotoxicity both in vitro and in

patients ( [26,27]).

Several genes and proteins involved in CPT11 PK-PD display circadian rhythms in mice including the
drug target topl, the activation enzymes ces! and ces2, the deactivation enzyme ugtial and the efflux

transporters abcbla, abcb1b and abee2 ( [2,28-30]).

We implemented here a combined experimental and mathematical approach for optimizing CPT11

circadian delivery according to the critical molecular determinants of its chronotoxicity.



Results

CPT11 PK-PD in non-synchronized cells

CPT11 accumulated into non-synchronized Caco-2 cells (Figure 2). Approximately 0.1% of its total
amount was bioactivated into SN38. Verapamil drastically increased the intracellular accumulation of
CPT11 and slightly decreased its extracellular concentration. This confirmed the influence on CPT11
efflux of ABCB1, ABCC1 and ABCC2, three transporters inhibited by verapamil. The increase in CPT11
intracellular concentration in presence of verapamil resulted in increased SN38 production. Nevertheless
SN38 intracellular concentration remained similar whereas SN38 extracellular concentration increased in

presence of the inhibitor which therefore did not alter SN38 effux.

Circadian control of CPT11 PK-PD in synchronized cells

Three clock genes (REV-ERB«, PER2, BMAL1) and seven pharmacological genes (TOP1, UGT1AI,
CES?2, ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCG2) displayed circadian rhythms in their mRNA expression in
synchronized Caco-2 cells (Figure 3). Experimental time series were fitted to equation 13 (cf. Materials
and Methods) and a common period of 26 h 50 (SD 63 min) was found (Table 1). Oscillations were
damped for all genes except BMALI and CES2. Some variability was encountered between the four
experiments which explained the weak amplitude of CES2 rhythm (cf. Supporting Information). Despite
the circadian variations of TOP1 mRNA expression no consistent rhythm was found in its nucleic protein

level (data not shown).

DNA-bound TOP1 protein amount was equal to 47% (SEM 5.2%) of TOP1 total protein quantity after
exposure to CPT11 at CT14 as compared to 35.5% (SEM 1.8%) after exposure at CT28 (p=0.05; Figure
4).

CPT11 molecular PK-PD mathematical model

The CPT11 PK-PD model describes the molecular pathways occurring within a population of quiescent
Caco-2 cells exposed to the drug. The modeled biological system consists in one million of Caco-2 cells
attached to the bottom of a Petri dish and covered with extracellular medium. V,,; stands for the volume

of extracellular medium and is set to 2.5.1073 L. V;,, represents the total intracellular volume equal to the



experimentally-determined volume of a single cell multiplied by the number of cells. It is equal to 8.10°
pL. Mathematical variables represent concentrations in the extracellular compartment or intracellular

concentrations averaged on the cell population.

The mathematical model of CPT11 molecular PK-PD computes the cytotoxicity induced in Caco-
2 cells by any given exposure schedule. CPT11 activity is assessed by the amount of irreversible
DNA/TOP1/SN38 complexes, chosen as the output variable because of its experimentally-proven corre-

lation with CPT11 cytotoxicity ( [26], [27]).

Molecular pathways are modeled according to information from literature and experimental results
obtained in Caco-2 cells. Briefly, CPT11, SN38 and SN38G cellular uptakes are assumed to be passive
as these molecules are mainly under their carboxylate form at the pH of experiments (pH 7.8). Cellular
uptake is modeled as a diffusion across a membrane, the contact surface between cells and extracellular
medium being proportional to the number of cells ( [31]). CPT11 and SN38 efflux are mediated re-
spectively by ABC_C'PT (mainly standing for the sum of activities of ABCB1, ABCC1, ABCC2) and
ABC_SN (for ABCC1, ABCC2, ABCG2). Efflux follows Michaelis-Menten kinetics ( [32,33]). Diffusion
from inside to outside of the cells is neglected. CPT11 is bioactivated into SN38 through CES represent-
ing the sum of all carboxylesterases activity. This pathway is also modeled by Michaelis-Menten kinetics

( [34-36)).

d[CPTout] Vour Vosscpr[ABC_CPT)|[CPT;]

= _kupCPT[CPTout] +

dt ‘/;n KeffCPT + [CPTZTL]
dCPTwm] _ (CPTy — Yetscpr[ABC.CPTICPTy] _ Veus [ CES|[CPT 1) -
dt o upCPT out KeffCPT + [CPTZTL] Kces + [CPTllzn]

SN38 is expected to be deactivated into SN38G in Caco-2 cells as UGT1A1 was expressed (Figure 3).
This reaction is modeled by Michaelis-Menten kinetics ( [19,34,37]). The mathematical variable UGT

stands for the sum of UGT1As enzymatic activities.
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As SN38G is inactive, its extra- and intracellular concentrations do not exert any influence on the output
of the model which is the drug activity. Nevertheless, those quantities can be computed using the following
equations in which transport parameters of SN38G were assumed to be equal to the ones of SN38, for

the sake of simplicity:

A[SNGout] Vour Vessa[ABC_SN][SNGiyn]

& Vi~ Fusn[SNGou] + Kefrsn + [SNGin] ©)

d[SNGin] Vesssn[ABC_SN][SNGin] = Vug:[UGT][S Nin)

U2V inl S N[SNGow] — + 7
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CPT11 ability to bind to TOP1 is neglected so that SN38 is the only molecule able to stabilize
DNA/TOP1 complexes into DNA/TOP1/SN38 ones (Compl). Those ternary complexes are able to
spontaneously dissociate or can be converted into irreversible complexes (Icompl) after collision with
transcription or replication mechanisms. The DNAy,.. variable represents the number of available
binding sites for TOP1 on the DNA (cf. Supporting Information). Those entry sites are assumed
to occur every Kentry pairs of bases. DNA total quantity is considered as constant because Caco-2
cells are quiescent. Therefore the amount of available binding sites can be expressed as: DNAfpc. =

DNAot — [DNATOP1] — [Compl] — [Icompl].
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We consider that the first period of oscillations was artificially perturbed by the serum shock and
start the simulation at the second one from which steady oscillations are expected in mRNA and protein
amounts. Protein intracellular concentrations are modeled as the result of a constant degradation (kq)
and a circadian translation of period T', the intrinsic one, mean value M, amplitude A and phase ¢. T
is set to the period determined using the mRNA quantifications shown in Figure 3. M and kg are set
to 1 such that the mean value of the protein concentration is equal to 1. Those parameter values result
in a delay between mRNA and protein amounts approximately equal to 1h30, a duration accounting for
protein synthesis in cultured cells. For each gene, ¢ is set to the phase estimated from the corresponding
mRNA measurement (Table 1). Thus A is the only parameter to be estimated for each protein. It is
searched in the interval [0, 1]. This range does not imply any assumption about the protein circadian
variation as the amplitude A can be equal to zero which corresponds to an absence of rhythm. Of note,
the modeled protein concentrations only account for functional proteins and can thus be interpreted as

protein activities.

d[Protein]

2
- - M+ Acos(%(t — ¢)) — ka|Protein] (12)

Although TOP1 mRNA expression displayed robust circadian variations, its nucleic protein level was
constant in Caco-2 cells. Therefore no circadian control is assumed on TOP1 protein amount (see equation
8). As experimental transcriptional results showed circadian rhythms for UGT1A1, CES2 and four ABC
transporters and as no information is available on corresponding activities, we assume possible circadian
variations for glucuronidation (UGT), bioactivation (CES) and efflux of CPT11 (ABC_CPT) and SN38
(ABC_SN). Equation 12 is used to model them.



Parameter estimation was performed by a bootstrap approach using experimental results in Caco-2
cells and information from the litterature. The first step of the estimation consisted in determining
correct search intervals for each parameter, which we did by using unpublished data on Caco-2 cells
together with existing information from literature (see Supporting Information). For some parameters
(e.g. kupcpr), the search interval was very narrow and this first step constituted the essential effort of
estimation. The second step consisted in fitting the model to the biological results on CPT11 and SN38
pharmacokinetics (Figure 2) and CPT11 chrono-pharmacodynamics (Figure 4). This was performed
by a bootstrap approach in which 50 datasets were generated from the original data. Then the model
was fitted to each of these 50 datasets by a least-square approach in which the minimization task was
performed by the CMAES algorithm ( [38]). We thus got 50 parameter sets from which we computed
the mean and standard deviation of each parameter (see Supporting Information for more details about

parameter estimation).

When fitting the model to the experimental results of Figure 2, verapamil exposure was assumed to exert
an influence only on the parameter V.¢rcpr which stands for the activity of CPT11 efflux transporters.
Therefore all the parameters were assumed to be the same in presence or absence of verapamil except

Vesropr which becomes Vet rcprvera (Table 2).

The parameter estimation provided a value for CES circadian amplitude which was by far larger than
that of all other proteins. The amplitude of CES was actually greater than that of UGT, ABC_CPT,
and ABC_SN in all the 50 parameter sets computed by the bootstrap approach (Table 2). The standard
deviations of Aygr, Aapc.cpr and Aapco_sny were in the same range as the parameter values which
suggested that experimental data could still be fitted by the model even if those circadian amplitudes
were close to zero (Table 2). This prefigured a weak influence of those protein circadian rhythms on

CPT11 chronotoxicity in Caco-2 cells.

Theoretical optimization of CPT11 exposure

For therapeutics optimization, well-synchronized Caco-2 cells were considered as healthy cells whereas
non-synchronized cells represented cancer cells since circadian organization is often disturbed in tumor

tissues ( [8], [39]). Mathematically, healthy and cancer cells were simulated using the same mathematical



model of CPT11 PK-PD. Parameter values were the same except for circadian amplitudes A which were

set to zero for tumor cells.

The considered exposure schemes consisted in an administration of CPT11 at a particular initial con-
centration, starting at a particular CT, over a duration ranging from 1 to 27 h. The cumulative dose is
here defined as the initial concentration of CPT11 multiplied by the exposure duration. We chose such
schemes because they are easily reproducible in cell culture. CPT11 remained in the blood of cancer
patients over approximately 24h at a concentration ranging from 0 to 20 uM ( [8]). Therefore, we in-
vestigated cumulative doses ranging fom 0 to 1440 pM.h which corresponded to an exposure to 0 to 60
uM of CPT11 over 24 h. The optimization procedures which follow consisted in determining the optimal

values of the cumulative dose, the CT at which the exposure started and its duration.

Maximizing efficacy without toxicity constrainst

We firstly only considered cancer cells and aimed at maximizing efficacy without taking into account
CPT11 toxicity on the healthy cell population. As tumor cells are not synchronized, the CT of exposure
has no influence. We therefore looked for optimal values of the cumulative dose and the exposure duration
which induced the largest DNA damage. Mathematicaly, this damage was assessed by the value of the
variable Icompl at the end of the exposure. It was computed for a cumulative dose ranging from 0 to 1440
1 M.h and an exposure duration between 1 and 27 h (Fig.5). For all the considered cumulative doses,
optimal durations ranged from 1h50 to 7h40 and increased with the dose. As expected, the maximum

efficacy for a given cumulative dose increased with the cumulative dose.

Minimizing toxicity without efficacy constrainst

We then only considered healthy cells and aimed at minimizing toxicity without any constrainst of
minimum efficacy. Toxicity was here assessed by the value of DNA damage Icompl in the noraml cell
population, at the end of the exposure. The cumulative dose of CPT11, the CT at which the exposure
started and its duration were the three parameters considered here. To study the influence of the CT and
the exposure duration, we set the cumulative dose to 500 p M.h as an example, the following features
remaining true for all cumulative doses ranging from 0 to 1440 p M.h. Toxicity was computed for

an exposure duration between 1 and 27 h, and a CT of exposure ranging from CTO0 to CT54, which
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corresponded to two periods (Fig. 6).

For any exposure duration, the best tolerated scheme was obtained by starting CPT11 administration
between CT2 and CT3. This time interval corresponded to 1 to 2 h before the nadir of CES protein
amount (Fig.6, 7 A). The most toxic scheme was achieved when CPT11 was administered at CT21 over
the exposure duration which also induced the largest DNA damage in cancer cells (4 h for the dose of
500 1 M.h). This most toxic duration displayed the largest circadian amplitude in terms of DNA damage
induced in healthy cells. CT21 did not correspond exactly to the peak of CES protein amount but was
rather the optimal balance between high CES protein amount and low UGT, ABC_CPT and ABC_SN

ones.

Maximizing efficacy under a constrainst of minimal toxicity

Finally, in the perspective of control theory ( [40]), we adopted the therapeutics strategy of maximizing
DNA damage on cancer cells under the constraint of DNA damage on healthy cells not exceeding a
tolerability threshold. In a clinical point of view, this threshold represents the maximum toxicity that
the patient can handle and may vary according to gender, genetic background or previous treatments.
Healthy and cancer cells were numerically exposed to the same drug schedule mimicking the in wvivo

situation in which healthy and tumor tissues are exposed to the same blood concentrations.

The optimization procedures consisted in determining the optimal values of the cumulative dose, the
CT at which the exposure started and its duration. Concerning the numerical algorithm, a cost function
was minimized to determine optimal schemes for each value of the tolerability threshold. This function
was the sum of two terms: the first one was the opposite of DNA damage Icompl in cancer cells, the second
one was the toxicity constraint which took the form of an If statement equal to 0 if Tcompl in healthy
cells was below the toxicity threshold and 10® otherwise. The weight on the constraint was intentionally
very high in order to unconditionally maintain the toxicity under the threshold. The algorithm CMAES
was used to minimized the cost function. It was preferred to Matlab function fmincon as it was able to
handle the large discontinuities of the cost function due to the constraint. We investigated tolerability
thresholds ranging fom 0.01 to 0.04 nM of SN38 bound to DNA which corresponded to the studied range

of cumulative doses.
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Computed optimal cumulative doses of CPT11 ranged from 241 to 1321 p M.h and increased with the
tolerability threshold. For any dose, the optimal scheme consisted in administering CPT11 over 3h40 to
7h10 starting between CT2h10 and CT2h30 which corresponded to 1h30 to 1h50 before the nadir of CES
protein amount (Fig. 7). The optimal schemes were not centered on the nadir of CES rhythm but rather
extended after it, when UGT, ABC_CPT and ABC_SN amounts were higher and therefore protected more
efficiently healthy cells. For any maximum allowed toxicity, the optimal duration did not exceed 7h10
highlighting the need of short exposure durations to optimally exploit the temporal difference between
healthy and cancer cells. Regarding efficacy, those optimal schemes induced twice more DNA damage in

cancer cells than in healthy ones.

Discussion

We gave evidence for a circadian organization in Caco-2 cells resulting in rhythms in CPT11 PD. A
mathematical model of CPT11 molecular PK-PD was designed, fitted to experimental results and used
for therapeutics optimization. It concluded that any dose of CPT11 should be optimally administered
over a duration of 3h15 to 7h10, starting between 1h30 and 1h50 before the nadir of CPT11 bioactivation
rhythm.

A clinical interpretation of the optimal therapeutics strategies presented in this in vitro study can be
obtained by rescaling the period from 27 h, that of Caco-2 cells, to 24 h. It thus suggests to administer
CPT11 such that it remains over an active concentration in the patient blood during 3h30 to 6h30,
starting between 1h20 and 1h40 before the nadir of the patient’s circadian rhythm of CESs. In cancer
patients, a dumbbell delivery scheme over 6h resulted in CPT11 circulating during approximately 12 h
( [8]). The present study thus suggests to reduce the duration of CPT11 infusion which may enhance
efficacy. This might also lead to a decrease in the total administered dose in order to achieve acceptable

tolerability.

SN38 was detected in Caco-2 cells which is in agreement with the fact that CES2 was expressed.
Its efflux was not influenced by verapamil suggesting a weak activity of the inhibitor on transporters
responsible for SN38 efflux. Indeed, ABCG2 for which SN38 is a good substrate, is poorly inhibited by

verapamil ( [41]). Another possibility is that SN38 efflux was not mediated by active transporters, the
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highly lipophilic molecules of SN38 diffusing passively across the cell membrane.

CPT11 is converted by cytochromes P450 3A4/3A5 into two metabolites: APC and NPC ( [16]).
Those pathways were not taken into account as they are reported to be inactive in most Caco-2 cell lines
( [42]). Nevertheless verapamil inhibits cytochrome P450 3A ( [43]) and the drastic increase of CPT11
intracellular concentration in the presence of verapamil could be explained by the decrease in CPT11

conversion into APC and NPC.

Only 0.1% of CPT11 dose was bioactivated into SN38 in Caco-2 cells (Figure 2). Our data suggest that
the remaining 99.9% exerted weak cytotoxicity as described in the literature ( [17]). Indeed verapamil
exposure of Caco-2 cells resulted in a 10-fold increase in the intracellular concentration of CPT11 without
any change in that of SN38. In contrast with those large pharmacokinetics differences, the average
percentage of surviving cells after exposure to verapamil and CPT11 was only reduced by 11.6% relative
to that measured when cells were exposed to CPT11 alone. In the light of those experimental results, it

seemed justified to neglect CPT11 activity in the current mathematical model.

The protein degradation (i.e. kq) was assumed to be constant as no biological data were available
regarding its circadian variations for each considered enzyme. However, this assumption must be tempered
since circadian changes could modulate the phosphorylation processes occurring upstream of protein

degradation ( [44]).

The mathematical model predicted that CPT11 bioactivation through CES was the main determinant
of CPT11 PD circadian rhythm. Even though the circadian amplitude of CES2 mRNA expression was
the lowest among all measured genes, its protein amount and activity could be highly rhythmic. Indeed
CES1 protein level displayed robust circadian variations in the colon mucosa of two mouse strains despite
low amplitude of the circadian variations of its mRNA level ( [2]). Nevertheless, the 1h30-delay between
mRNA and protein expression assumed in the mathematical model might be underestimated ( [45])
and UGT1A1 or ABC transporters may have been determinant for CPT11 PD rhythm. However this
hypothesis was not favored as the shifts between their mRNA and protein expressions must have exceeded

ten hours to be relevant.
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Here, a realistic interval of values was determined for each parameter. Thus our mathematical model
constitutes a reasonable tool to explore therapeutics optimization in the perspective of clinical applica-
tions. However, more biological information is needed to determine precise values of all parameters in

the Caco-2 cell line and therefore be able to predict its quantitative response to CPT11.

CPT11 activity was assessed by the amount of irreversible CPT11/TOP1/DNA complexes. Those
complexes trigger DNA repair and possibly lead to apoptosis ( [46]). Many repair enzymes as well as
proteins involved in the apoptotic machinery such as p53, the pro-apoptotic BAX or the anti-apoptotic
BCL-2 display circadian rhythms which may influence CPT11 chronotoxicity ( [2,47-49]). Therefore
DNA repair and apoptosis enzymes should both be studied in Caco-2 cells and included in an extended

version of the mathematical model.

In the current model we differentiated cancer cells from healthy ones by their lack of circadian entrain-
ment. The proliferation rate constitutes another important difference which was not considered here as
we studied quiescent cells. Our mathematical model has been supplemented with a circadian entrained

cell cycle model in order to optimize CPT11 exposure in proliferating cells ( [50]).

This study on cell populations is being further integrated into a whole-body physiologically-based PK-
PD model which aims at investigating molecular differences between experimentally-determined chrono-
toxicity mouse classes and designing optimal administration schemes for each of them ( [2]). This prefig-
ures the part of mathematical modeling in the determination of patient classes characterized by molecular
biomarkers according to which the circadian delivery would be tailored. In the case of colorectal cancer,
patients often undergo surgery after which tumor and healthy cells can be collected and analyzed at
the molecular level ( [36,51]). The whole body mathematical model could then be fitted to the patient

molecular profile and provide a tailored chronomodulated administration scheme.

Materials and methods

Cell Culture

The Caco-2 cell line was obtained from the American Type Culture Collection (Rockville, MD). Cells

were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s: Ham F12 medium (1:1) supplemented with penicillin (100
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U/L), streptomycin (100 pg/ml), glutamine (2 mM) (Fischer Scientific, Paris, France) and 10% of Fetal
Bovine Serum (FBS) (Dutscher, Paris, France). They were maintained in a humidified atmosphere
containing 5% COy at 37°C. Experiments were performed four days after confluence. CPT11 was
purchased from Pfizer (Paris, France). For transport inhibition studies, non-synchronized cells were pre-
incubated with verapamil, a non specific inhibitor of ABC transporters (100 pM for 24 h; Sigma Aldrich,
Paris, France) ( [52]). Cells were then exposed to CPT11 (115 pM) during 48 h. Cell synchronization was
performed by a serum shock which consisted in a 2-hour exposure to serum rich medium (DMEM:F12

containing 50 % FBS). The beginning of the serum shock defined Circadian Time 0 (CT 0).

RNA quantification

Circadian gene expressions were estimated using quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction
(qRT-PCR). Cells were scraped at different CTs in guanosine isothiocyanate and frozen at —80°C' until
RNA extraction performed as described in [53]. Reverse transcription was achieved with Superscript IT RT
(Invitrogen, Paris, France). Quantitative PCRs were performed with LightCycler 480 using LightCycler
480 SYBR Green I master kit (Roche, Meylan, France). Relative quantification of target RNA using

36B4 as reference was performed with Relquant software (Roche, Meylan, France).

CPT11 lactone-carboxylate Equilibrium

CPT11 mother solution being at pH 4.4, CPT11 underwent a transformation from its lactone to car-
boxylate form when it was added to the culture medium at pH 7.8. In order to assess the duration of
this reaction, we built a mathematical model and fitted it to data from [54] (cf. Supporting Informa-
tion). In our experimental conditions the model predicted that the lactone/carboxylate equilibrium was
reached within 3 h. The culture medium containing CPT11 was therefore prepared more than 3 h before

incubation with cells.

Drug concentration measurement

CPT11 and SN38 extra- and intracellular concentrations were measured by a method of High Perfor-
mance Liquid Chromatography (HPLC) adapted from [55]. After cell exposure, extracellular medium

was sampled. The cell layers were rinsed with Phosphate Buffer Saline (PBS), recovered by scraping
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and pelleted in 1 mL of PBS. Cells were then centrifuged. Cell pellets were resuspended in 100 puL of
water supplemented with 200 pL of methanol/acetonitrile (50/50 v/v) containing 1% HCL. Cells were
centrifuged again and the supernatant containing drugs was sampled. 70 uL. was diluted by adding 30
uL of water and spiked onto the column. Extracellular samples were diluted ten times, pretreated with
acetonitrile 1% trifluoroacetic acid and centrifuged before injection. Separation was carried out on a C-18
reversed-phase column (Interchim, Montlucon, France) with a mobile phase consisting of a mixture of
water, acidified acetonitrile (0.005% of trifluoroacetic acid) and methanol (50:38:12, v/v/v). This mobile
phase was delivered isocratically at a flow rate of 0.6 mL/min with a P680 pump (Dionex Corporation,
Sunnyvale, CA). Fluorometric detection was carried out with excitation and emission wavelengths set at
380 and 532 nm respectively, using the RF-2000 detector (Dionex Corporation). Peaks were quantified by
reference to a standard calibration curve obtained by spiking known amounts of drugs (CPT11 (0.001-0.1
mg/mL) and SN38 (5.107° — 5.1072 mg/mL)), using WinNonLin Pro software (Pharsight Corporation,
Mountain View, CA). The values obtained from HPLC measurement were normalized to one million cells

(cf. Supporting Information).

TOP1 activity

The Topo I Link Kit (TopoGen, Port Orange, FL) was used to quantify the amount of TOP1 linked
on DNA ( [56]). The cells were lysed with 3 mL lysis buffer. Cell lysates were loaded at the top of a
cesium chloride gradient and centrifuged at 100,000 g for 16 h at 20°C'. Fractions of 400 uLL were removed
from the top of the gradient, and an aliquot of each fraction (10 uL) was diluted (1/5) and quantified
at 260 nm with spectrophotometer (Eppendorf, Paris, France). In parallel, another aliquot of each
fraction (50 pL) was diluted with an equal volume of 25 mM sodium phosphate buffer and loaded onto a
nitrocellulose membrane (Perbio, Paris, France) using a slot-blot device. TOP1 was revealed in the slots
with the immunoblotting technique described in the TopoGen kit using ProteinA-peroxidase (1/5000,
Sigma Aldrich, Paris, France) to replace secondary antibody. A signal was seen in two different groups of
slots: those not containing DNA (free TOP1, top of the gradient) and those containing DNA (DNA/TOP1
complexes, bottom of the gradient). Chemoluminescence signals were detected with Las4000 camera and
quantified with ImageJ software. For circadian assessment of TOP1 complexes after CPT11 exposure
cells were exposed during 30 min at 50 uM at indicated CT. The software SPSS (IBM, Somers, NY) was

used for the Anova test (univariate general linear model).
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Gene expression mathematical model

Circadian gene expressions in synchronized Caco-2 cells were modeled as a damped cosine:

RNA() = R+ e M(P + Scos(%”(t — o)) (13)

The damping factor e=

was both applied to the cosine to represent cell desynchronization over time
and to P to model the initial overexpression of genes due to the serum shock. Both dampening exponents
were assumed to be equal for the sake of simplicity. R represented the mRNA value before the serum
shock towards which the model converges in long time. All genes were assumed to oscillate with the same
period which was the cell population intrinsic one. This common period T and gene parameters R, A,

P, S, and ¢ were estimated simultaneously for all genes using a bootstrap approach to fit experimental

results of Figure 3 (cf. Supporting Information).

Minimization algorithms

Matlab function fmincon and the CMAES algorithm ( [38]) were used for minimization tasks in pa-

rameter estimations and optimization procedures.
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Figure Legends

Figure 1. CPT11 PK-PD molecular pathways considered in Caco-2 cells. CPT11 in the
extracellular medium (C'PT,,;) diffuses passively through the cell membrane and reaches the
intracellular compartment (C'PT},). It is then bioactivated into SN38 (SN;,) through CESs. SN, is
deactivated into SN38G (SNG;y,) through UGT1As. CPT;,, SN;, and SNG,, are expelled outside of
the cell by ABC transporters (CPTout, SNowt, SNGoyt). TOP1 is an enzyme which relaxes supercoiled
DNA by creating transient DNA/TOP1 complezes. SNy, traps them into SN38/DNA /TOP1 reversible
complezes which becomes irreversible after collision with replication or transcription mechanisms, thus
triggering DNA repair and possibly apoptosis.

Figure 2. Time evolution of CPT11, SN38 and SN38G extra- and intracellular
concentrations during CPT11 exposure Drug concentrations in absence (O) or presence (H) of
verapamil are averages of four data points obtained from two independent experiments (&= SEM). Solid
and dashed curves are the best fits of the PK-PD mathematical model in absence or presence of
verapamil respectively. A, B,C: extracellular concentrations of CPT11, SN38 and SN38G; D, E, F:
intracellular concentrations of CPT11, SN38 and SN38G (sum of free and DNA-bound molecules).

Figure 3. Gene expression circadian rhythm in synchronized Caco-2 cells mRNA level of
three clock genes (REV-ERB«, PER2, BMAL1) and seven genes involved in CPT11 PK-PD (TOPI,
UGTI1A1, CES2, ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCG2) displayed circadian variations. Experimental
results are averages of four independent experiments for REV-ERBa, TOP1, UGT1A1, and CES2; and
three independent experiments for PER2, BMAL1, ABCB1, ABCC1, ABCC2, and ABCG2 (mean +
SEM). The solid curve is the best fit of equation 13 (see Table 1 for parameter values).

Figure 4. Circadian rhythm of CPT11-induced TOP1 complexes on DNA in synchronized
Caco-2 cells Experimental results are averages of four independent experiments (+ SEM) after
exposure to CPT11 at CT14 and CT28. The dotted line is the circadian variation of TOP1 complexes
(sum of variables DNATOP1, Compl and Icompl) computed using the PK-PD mathematical model
fitted to all experimental data (see Results).

Figure 5. Mathematical optimization of CPT11 exposure in non-synchronized Caco-2
cells. Efficacy in non-synchronized cells with respect to the cumulative dose and the exposure duration.
White dots are the most efficient duration for each cumulative dose.

Figure 6. Mathematical optimization of CPT11 exposure in synchronized Caco-2 cells.
Toxicity in synchronized cells with respect to exposure duration and CT of beginning of exposure. The
cumulative dose was set to 500uM.h.
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Figure 7. Maximizing CPT11 efficacy under a constrainst of tolerability. A: Simulated
circadian rhythm of CES (green), UGT (blue), ABC_CPT (red) and ABC_SN (orange) protein amounts
in healthy cells. B: Optimal exposure schemes following the strategy of maximizing efficacy under a
constraint of maximal allowed toxicity. Optimal schemes consisted in administering the optimal
cumulative dose (written in green) over 3h40 to 7h10, starting between 1h30 and 1h50 before the nadir
of CES protein amount. Schemes were not centered on the nadir but rather extended after it when
UGT, ABC_CPT and ABC_SN amounts were higher and protected more efficiently healthy cells.
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Tables

A (h™1) P (a.u.) S (a.u.) ¢ (h, min) R (a.u.)

REV — ERBa 0.04 £0.01 0.21 £ 0.06 0.24 £ 0.05 10 h 41 + 71 min 0.14+0.03
PER?2 0.08 £0.01 0.83 £0.52 1.65+0.5 8 h 37 &+ 74 min 0.79£0.18
BMAL1 0 0.83 £0.07 0.41+0.09 17 h 04 & 75 min 0

TOP1 0.02+£0.01 0.7£0.2 0.59+0.15 14 h 30 + 96 min 0.41+0.11
UGT1A1 0.06 £ 0.01 0.65£0.13 0.68 £ 0.16 14 h 32 + 65 min 0.27+ 0.06
CES2 0 0.87£0.04 0.13+£ 0.05 16 h 40 4+ 176 min 0

ABCB1 0.03£0.01 1.06 +0.24 0.84+0.3 15 h 58 + 60 min 0.09 £ 0.08
ABCC1 0.06 £ 0.02 0.17£0.09 0.18 £ 0.07 10 h 28 4+ 144 min 0.25+ 0.05
ABCC2 0.08 £ 0.004 1.44 4+ 0.27 1.32£0.23 14 h 50 = 51 min 0.36 £ 0.05
ABCG2 0.08 & 0.007 0.63 £+ 0.13 0.69 £ 0.12 13 h 36 £ 43 min 0.09 + 0.02

Table 1. Parameter values of circadian mRNA expressions in synchronized Caco-2 cells, mean + SD

estimated by fitting equation 13 to experimental data, a.u.= arbitrary units

Reaction Symbol Value
CPT11 uptake speed kupc PT 3.64+0.53h° !
CPT11 efflux Verropr 594.35+116.64 h— '

Kerrepr 57.724+17.85 uM
CPT11 efflux in presence of verapamil Verrcprvera | 409.3 £ 66.09 h=T
CPT11 activation Vees 1.9+051 h !

cos 147.34 + 34.98 uM

SN38 uptake kupSN 27.01+4.73 h~ 1
SN38 efflux Verrsn 161.18 £46.24 h~1!

KeffSN 1.28 4 0.57 ,LLM
SN38 glucuronidation Vugt 65.59 +23.25 h—1

ugt 2.694+ 0.9 uM

DNATOP1 complex formation kg1 0.75+0.21 uM~th™!
DNATOP1 complex dissociation k1 118.33+35.12 h !
DNA/TOP1/SN38 complex formation ko 2432.42 + 967.28 uM—Th~!
DNA/TOP1/SN38 complex dissociation kro 2.56 +0.77 h— !
Irreversible complex formation ki 0.0035 £+ 0.0025 h—*!
Entry sites on DNA for TOPT binding entry 10.42 + 3.1 pairs of bases
TOP1 protein formation kfiop 0.018 £ 0.009 uM.h~!
Amplitude of CPT11 bioactivation circadian rhythm Acks 0.9+0.09 uM.h~!
Amplitude of CPT11 efflux circadian rhythm AABc.cpPT 0.37+0.32 uM.h~!
Amplitude of SN38 efflux circadian rhythm AABC SN 0.224+0.18 uM.h~?
Amplitude of SN38 glucuronidation circadian rhythm Avar 0.45+ 0.31 pM.h~1

Table 2. Parameters of the CPT11 molecular PK-PD model, mean + SD estimated by fitting

experimental data (see Results and Supporting Information)
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Supporting Information

1 DMaterials and Methods

1.1 mRNA quantification

Circadian mRNA expressions were quantified by real-time polymerase chain reaction
(RT-PCR). Primers used for amplification of clock genes (REV — ERBa, PER2, BMALI)
and reference (36B4) were described previously ([S1]). The others were ABCBI1 sense
(CCACAGAGGGGATGGTCAGT), antisense (TAGGCATTGGCTTCCTTGAC), ABCC1
sense (ACCATCCACGACCCTAATCC) and antisense (GACTTGTTCCGACGTGTCCT),
ABCC2 sense (ACCTAGGCACATGGCTCCTG) and antisense (CAGGATCTGGAATC-
CGTAGG), ABCG2 sense (CCCAGTGTCACAAGGAAACA) and antisense (ACGAA-
GATTTGCCTCCACCT), UGT1A1 sense (TCCCAGGAATTTGAAGCCTA) and anti-
sense (GTGATAAAGGCACGGGTCAT), TOP1 sense (CCAAGCATAGCAACAGTGAAC)
and antisense (GAGGCTCGAACCTTTTCCTC), CES2 sense (GTTAACGCTGCTGAT-
GTTGC) and antisense (GGTGGCCTGATGTTCTTGAG). Gene accession numbers were
for ABCB1 NM_000927.3, for ABCC1 NM_004996.3, for ABCC2 NM_000392.3, for ABCG2
NM_004827.2, for UGT1A1 NM_000463.2, for TOP1 NM_003286.2 and for CES2 NM_003869.5.
Hybridization temperature for all the primers was 60°C'.

1.2 The lactone-carboxylate model

A mathematical model was built to study the equilibrium between the lactone and the
carboxylate forms of CPT11 with respect to the pH of the solution. The temperature
was assumed to be constant and equal to 37°C'. We considered that reactions occurred
in a closed system containing a buffer solution which kept the pH constant. Two inverse
chemical reactions occurred:

: — ke
At hlgh pH: CPTkactone +HO™ — CPTcarbomylate
At low PH3 CPTcarbomylate + H30+ i CPT’lactone + HQO

The speed of those reactions clearly depends on concentrations of ions [H3O"] and [HO™].

To model this problem we defined two variables: C' P1; and C' PT, respectively CPT11
lactone and carboxylate concentrations expressed in pM. As the system was closed, the
total quantity of CPT-11 was conserved over time: CPT.+ C PT; = C PT;,:. Applying the
law of mass action and using this conservation law gave the following equation for C'P1T;
kinetics:

dCPT;
dt

= —(k?l[H30+] + k‘c[HO_])CPTl + kl[H30+]CPTtot

We then introduced the pH as [H301] = 1077 and [HO~] = 10P# !4, This led to:
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dCPT,
dt

= —(k107PH 4+ k 10°PHMOPT) + k107 PHC PT,

As the pH remained constant because of the buffer solution we obtained a simple ODE
that was solved analytically:

CPT(t) = (CPT(0) — §)e~ A + §

with A = k;107PH + k. 10PE—14 and B = k10 P2 C PTy,

At equilibrium the following holds:

« _ B _ k10— PH
CPT} — A — k10— PH 4| 10PH—14 CPTtot

We used experimental data in Table I and Table II of [32] to estimate k. and k; by a least
square approach using the CMAES algorithm for minimization. Estimated parameter val-
ues were: k; = 19300 h~! and k. = 8.54 107% h™! (cf. Figure S1, panel 1 and 2). We then
validated our model by comparing it to the set of data contained in Figure 6 in [53] (cf.
Figure S1, panel 3).

The mother solution of CPT11 is at pH 4.4. In our experimental conditions, cells were
cultured in an extracellular medium at pH 7.8. We investigated the needed time to reach
the lactone/carboxylate equilibrium after the mother solution was added to the culture
medium. Thus we searched for ¢ such that: CPT(t) — CPT} < eps where eps was a
tolerance parameter. At pH=4.4, all CPT-11 molecules were under their lactone form:
[CPTi](0) = [CPTiota) = 115uM. We ended with the analytical formula:

t > 4 (In(CPTy(0) — &) — In(eps)).

Replacing numerical values in this formula and setting eps to 1073 gave : ¢t > 2.9 .
Therefore CPT11 was added to the medium at least 3 hours before using it for cell exposure
so that the lactone/carboxylate equilibrium was reached.
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Figure S1: The lactone/carboxylate model. Panel 1: CPT11 carboxylate transfor-
mation into CPT11 lactone at pH 4 (O), 5 () and 6 (). Panel 2: CPT11 lactone
transformation into CPT11 carboxylate at pH 6 (W), 7 ((J), 8 (o) and 9 (). Panel 3:
Percentage of CPT11 lactone over CPT11 total quantity at equilibrium with respect to
pH. See [53] for details about experimental results



1.3 Normalization of HPLC measurements

CPT11 and SN38 extra- and intracellular concentrations were measured by HPLC. The
direct results obtained from HPLC depended on the number of cells present in the Petri
Dish and were therefore normalized as if all Petri dishes contained one million of cells.
Control Petri dishes after 2, 12, 24 and 42 h of exposure were trypsinized and their cell
number counted using the Malassez cell. Then we interpolated to obtain the number of
cells for the other exposure durations.

HPLC measurements were normalized as follows. Let denote n the quantity of moles of
drug and N, the measured number of cells in a Petri dish. ()eqs stood for the measured
value from HPLC, ()i for the normalized value to one million cells. For intracellular

concentration, the following holds: (n,)1am = . Therefore we get:

(nin )meas
e

(C’Ln)lM — (Cin)nleas .

e

For extracellular concentration normalization, we used the conservation law on the
drug total quantity to compute (nout)1as:

n
(nout)lM = Ntot — (”;\)[%
(nout)lM = Mot — —(ntot - (nout)meas)
N,
c

Finally we got:

(Cout)lM = N]cv—l Ctot - NL(Cout)meas
c [ 7

1.4 Parameter estimation for circadian gene expressions in synchronized
Caco-2 cells

The circadian expression of ten genes were measured in Caco-2 cells, namely three
clock genes REV-ERBa, PER2, and BMAL1; three metabolism and target genes TOP1,
UGT1A1, CES2; and four ABC transporters ABCB1, ABCC1, ABCC2 and ABCG2. We
assumed that those genes oscillated with the same period T. Experimental data of mRNA
expression were fitted to equation (1) (cf. Materials and Methods). In addition to the
common period T, four parameters have to be estimated for each gene: R, A, P and S. The
41 parameters were estimated simultaneously using a Bootstrap approach. Briefly, data
were first normalized so that each mRNA expression had an average value equal to 0 and
a standard deviation equal to 1. Then five hundreds datasets were generated by assuming
that mRNA values at each time point followed a Gaussian law of average and standard
deviation the ones of the corresponding data time point. For each generated dataset,
parameters were estimated using a least square approach. The minimization of the cost
function was performed using the Matlab function fmincon in which interval boundaries
were specified for all parameters. Only few constraints of intervals were active: for PER2,
ABCC1, ABCC2, ABCG2 the upper bound on A was active (A < 0.085); for TOP1 and
ABCBI, the lower bound on R was active (R > —1.5), for UGT1A1 the upper bound on
A was active (A < 0.07). Finally the mean value and standard deviation of the hundred
parameter sets were computed and rescaled to obtain non-normalized values.



2 C(Circadian rhythms of mRNA amounts :

tween experiments

The mRNA amounts of CES2, TOP1, UGT and REV-ERBa were quantified in four in-
dependent experiments (Figure S2). CES2 circadian rhythm was consistent in experiment
1, 2 and 4 with an amplitude of 15%, 29%, and 28% of their mean value respectively. On
the contrary, no obvious circadian pattern of CES2 expression was noticed in experiment
3. The overshoot in REV-ERBa expression during the first cycle in experiments 1, 2 and
4 was not observed in experiment 3.

Figure S2:
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3 Parameter estimation for the CPT11 molecular PK-PD
model

This section aims at giving more details about how the parameters of the CPT11 molec-
ular PK-PD model were estimated. The first step consisted in determining reasonable
search intervals for each parameter either based on literature or on unpublished data on
our Caco-2 cell line. Then the second step used a bootstrap approach to fit the model to
experimental data shown in Figures 2 and 4.

3.1 Determining a search interval for each parameter

Search intervals for parameters were determined as follows:

e CPT11 Uptake: CPT11 uptake was assumed to occur passively at the rate ky,cpr.
It was studied in Caco-2 cell culture by measuring CPT11 intracellular concentration
after a 10-minute exposure at concentrations from 10 to 100 uM (data not shown).
We assumed that in the first ten minutes CPT11 eflux could be neglected as the
drug had only time to enter the cell ([20]). This allowed the computation of an
approximation of the uptake parameter k,,cpr=5.9 h~!. A deviation of +50% was
allowed in parameter estimation.

e SN38 Uptake: SN38 uptake was assumed to occur passively at the rate k,psn. Asno
measurement of SN38 uptake was available in our Caco-2 cells, we used experimental
data from [20] to determine SN38 uptake parameter and found: ky,sn=15.3 h~1. A
deviation of +100% was allowed in parameter estimation.

e CPT11 Efflux: CPT11 efflux followed Michaelis-Menten kinetics with parameters
Verropr and Keppopr. We used data from Figure 2 and unpublished data on CPT11
accumulation in Caco-2 cells at concentrations 10 pM, 40 M to compute a guess
for the efflux parameters. Indeed once the parameter for CPT11 uptake was approx-
imately known, it was possible to deduce CPT11 eflux parameters from equation
(2) by approximating the derivative of [CPT'11,,] by a forward Euler scheme. We
found: Verpcpr[ABC_CPT]|=1170 uM.h~! and Kerropr=71 pM. A deviation of
+50% was allowed in parameter estimation.

e CPT11 bioactivation into SN38 by CESs:

the transformation of CPT11 into SN38 enhanced by CESs followed Michaelis-
Menten kinetics with parameters V,..s and K..s. As no experimental information was
available concerning CPT11 bioactivation kinetics in Caco-2 cells we used data from
literature. In [35], they found Koes=53 uM and Ves=0.714 pM.h~! with [CES]=2.03
pM. In [34], they found K. = 53uM and Vies= 1.018 pM. h™! with [CES]= 1.42
uM. Therefore we searched for V,.;[C ES] in the interval [0.5, 5] and for K. in [20
150].

e SN38 efflux: SN38 efflux followed Michaelis-Menten kinetics with parameters Ve rrsn
and Kcrrsn. Those parameters were directly inferred from experimental data of
Figure 2 and 4.

e SN38 deactivation into SN38G by UGT1As: the glucuronidation of SN38 into SN38G
catalyzed by enzymes UGT1As followed Michaelis-Menten kinetics with parameters



Vugt and Ky g4;. No measurement of SN38G concentration was available in Caco-2
cells. Using the experimental results of [34] the following values were computed:
VugtlUGT =27 pM.h~! and Kygi= 2.13 uM. Therefore we searched for Vi,4[UGT]
in the interval [0, 90] and for K4 in [0, 5].

e Formation and dissociation of DNA/TOP1 reversible complexes: we first determined
an approximation of TOP1 total concentration by assuming that all SN38 molecules
present in the intracellular medium in Figure 2 were trapped in complexes with
TOP1. SN38 intracellular concentration was equal to 0.01 M in average and data
from Figure 3 suggested that around 40% of TOP1 total quantity was trapped in
complexes with the drug. Therefore TOP1 total concentration could be estimated
to 0.025 uM and was searched within the interval [0 0.1]. In the absence of drug,
around one third of TOP1 was linked to the DNA in caco-2 cells (data not shown)
which led to the following initial values for the formation (ks;) and dissociation (kq1)
rates of DNA/TOP1 complexes: kg = 2, kg1 = 300. A deviation of £100% was
allowed for those two parameters.

e Formation and dissociation of DNA/TOP1/SN38 reversible complexes: the associ-
ation (ko) and dissociation (k,2) rates of SN38 with DNA/TOP1 complexes were
directly inferred from experimental data of Figure 2 and 4.

e Formation of irreversible complexes: the irreversible complexes come from collision
of reversible complexes with replication or transcription mechanisms which occur at
the rate kr... We assumed that this rate was independent of time meaning that
the amount and speed of mechanisms going along the DNA was constant. This
assumption was realistic in quiescent cells but would be untrue in proliferating cells
in which the number of replication forks strongly increases during the S-phase. No
prior information was available concerning the parameter k.. which was directly
fitted to experimental data of Figures 2 and 4.

e DNA total quantity: entry sites where TOP1 can bind to the DNA were assumed
to occur every kepiry pairs of bases. Here we defined an entry site as keyyry pairs of
bases. When a molecule of TOP1 associated with an entry site, it was consumed
and then became a Compl molecule. As a cell contains approximately 3.2.10° pairs
of base, the number of moles of entry sites was % where N, is the Avogadro

number. Thus the concentration of free entry sites in a cell with a volume equal to

Vet = 8.10712 L is approximately: DN Ay = %M . kentry was assumed to

be between 1 and 100. Therefore DN Ay, was searched within the interval [5 500].

e Protein amount circadian amplitudes: circadian amplitudes for CES, UGT, ABC_CPT
and ABC_SN were searched in the interval [0, 1] so that the protein formation term
in equation (12) remained positive.

3.2 A bootstrap approach for the second step of parameter estimation

The second step of our parameter estimation consisted in the simultaneous evaluation of
the 21 parameters which were searched in the intervals previously determined. The math-
ematical model was fitted to experimental data on CPT11 and SN38 pharmacokinetics in
the presence or absence of verapamil (Figure 2) and CPT11 chrono-pharmacodynamics
measured at CT14 and CT28 (Figure 4). Parameters were estimated using a Bootstrap
approach. Briefly, fifty datasets were generated from the original one, by assuming that



concentrations at each time point followed a Gaussian law of mean and standard deviation
the ones measured at the corresponding data time point. For each generated dataset,
parameters were estimated using a least square approach in which the minimization task
was performed by the CMAES function. This algorithm was preferred to Matlab function
fmincon because it handled better local minima. Thus we got 50 parameter sets from
which we derived the mean value and standard deviation for each parameter (Table 2).

In order to start the 50 least-square estimations with initial values close to the optimal
ones, we firstly determined a preliminary fit. We fitted averaged experimental values of
Figures 2 and 4 by a least square approach which was iterated for different initial values
of parameters. We thus computed the parameter set which fitted the best the average
experimental data and used it as initial values for the bootstrap approach.
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Annexe C

Court-métrage de vulgarisation
scientifique : "Soyez Sympa,
Synchronisez!"

Les travaux de recherche présentés au chapitre 2 ont fait I’objet d’un court-
métrage de vulgarisation scientifique, d’une durée de 7 min, intitulé : "Soyez Sympa,
Synchronisez !". L’écriture du scénario, le tournage du film, ainsi que son montage
sous le logiciel Final Cut ont été réalisés par moi-méme.

& B
| goEn Snums; |

TR

<

Le court-métrage est visionnable aux adresses internet suivantes :
— http : //interstices.info/jems/n_52317/annabelle — ballesta — a — la —
decouverte — des — biomathematiques
— http : //annabelle.ballesta. fr
— http : /Jwww.dailymotion.com/video/xbvode__soyez—sympa—synchronisez _tech

Ce film a été réalisé dans le cadre du festival "Les Chercheurs font leur cinéma",
organisé par ’association des doctorants de I'Université Pierre et Marie Curie (Paris
6). Le festival a regu en novembre 2006 le prix "Le Gott des Siences" du Ministére
de la Recherche.
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Représentation schématique du systéme circadien Le systéme
circadien est composé de a) un pacemaker central, les noyaux su-
prachiasmatiques (NSC) situés dans ’hypothalamus, b) des signaux
circadiens générés par les NSC et c¢) des horloges circadiennes des
cellules dans les tissus périphériques. Les NSC exercent un controle
sur les horloges périphériques a travers des signaux hormonaux, le
systéme nerveux sympathique et para-sympathique, ou des cycles de
température. Les horloges moléculaires contrélent rythmiquement le
métabolisme des médicaments ainsi que le cycle cellulaire, la répara-
tion de ’ADN, 'apoptose et I’angiogénése. Figure adaptée de [1] . .

Modéle simplifié de l’oscillateur circadien chez les mam-
miféres L’oscillateur moléculaire est composé d’une partie positive
(BMALL, CLOCK, NPAS2) et d’une partie négative (CRY, PER) qui
sont interconnectées via le récepteur nucléaire orphelin REV-ERBa
. Figure adaptée de [3].. . . . . . . ...

Dispositifs pour études de chronobiologie chez la souris

Influence du temps circadien sur la toxicité des médica-
ments anticancéreux. Le diagramme montre la chronotolérance a
16 agents anticancéreux, étudiée chez des souris méales B6D2F1, syn-
chronisées en LD12 :12. Les pictogrammes sont placés sur le cercle a
I’heure de meilleure tolérabilité (de 0 & 24 heures aprés le début de la
lumiére (HALO)); a une distance du centre du cercle correspondant
au bénéfice de survie entre ’heure optimale et la pire heure d’ad-
ministration (compris entre 0 et 200%). Le rythme circadien moyen
de la température corporelle est tracé dans le cercle interne, et est
utilisé comme biomarqueur endogéne du systéme circadien. Figure
adaptéede [1] . . . . . . ...

La pompe MélodieTM . . ... .. ... ... ... .. ......

Schéma d’Administration Chronomodulée ChronoFLO5 Le
schéma consiste en I’administration durant 5 jours consécutifs d’oxa-
liplatine, de 5-FU et de leucovorine, chaque médicament étant infusé
suivant une courbe en cloche d’une durée de 11.5 h, qui atteint son
maximum & 16 h pour 'oxaliplatine et 4 h du matin pour le 5-FU et
laleucovorine. . . . . . . . ..o L

Arbre Camptotheca acuminata decne. Le principe actif de 1'iri-
notecan est extrait de cet arbre chinois. . . . . . ... .. ... ...

231

30



1.8

2.1

2.2

2.3

2.4

Représentation schématique de la PK-PD moléculaire de
I’irinotecan L’irinotecan entre passivement dans les cellules et est
bioactivé en SN38 par les CESs. Il est également métabolisé en APC
et NPC, seul NPC pouvant étre transformé en SN38. Le SN38 est en-
suite désactivé en SN38G par les enzymes UGT1As. L’irinotecan et
ses métabolites sont transportés activement vers le milieu extracel-

lulaire par ABCB1, ABCC1,ABCC2 et ABCG2. ... ........

Voies moléculaires considérées de la PK-PD de l’irinotecan
dans les cellules Caco-2. Le CPT11 dans le milieu extracellulaire
(CPT,,:) diffuse passivement a travers la membrane cellulaire et
pénétre dans le compartiment intracellulaire (CPT;y,). Il est ensuite
activé en SN38 (SN;;,) par les CESs. Le SN38 est désactivé en SN38G
(SNG;y,) sous laction d’enzymes UGT1As. CPT;y,, SN;, et SNGyip,
sont expulsés vers ’extérieur des cellules par des transporteurs ABC
(CPTout, SNout, SNGoyt). La TOP1 est une enzyme dont la fonction
est de diminuer la tension présente dans les molécules d’ADN. Pour
se faire, elle crée des complexes transitoires DNA/TOP1, que SN;,
stabilise en complexes ternaires DNA/TOP1/SN38, qui sont encore
spontanément réversibles. Leur collision avec des mécanismes parcou-
rant ’ADN provoque des lésions irréversibles & 'ADN qui déclenche
les processus de réparation de ’ADN, d’arrét du cycle cellulaire le
cas échéant, et méne possiblement la cellule a 'apoptose. . . . . . .

Evolution temporelle des concentrations extra et intracel-
lulaires du CPT11, SN38 et SN38G durant I’exposition au
CPT11. Les concentrations en absence (O)) ou présence (H) de ve-
rapamil sont les moyennes de quatre points de données, provenant
de deux expériences indépendantes (= SEM). Les lignes continues et
pointillées correspondent aux simulations du modéle mathématique,
calibré aux données, en absence ou présence de verapamil respecti-
vement. A,B,C : concentrations extracellulaires de CPT11, SN38 et
SN38G; D, E, F : concentrations intracellulaires de CPT11, SN38

et SN38G (pour le SN38, somme des molécules libres et liées 4 ’ADN). 58

Concentrations extra et intracellulaires de CPT11 aprés 10
min d’exposition, dans des cellules Caco-2 non synchroni-
sées. Les points oranges sont la moyenne + SEM de deux points
de données provenant de la méme expérience. La courbe bleue est
le modéle d’approximation de ’absorption du CPT11 présenté a la
section 2.4. . . ... Lo

Concentrations extra et intracellulaires de CPT11 aprés 48
h d’exposition, dans des cellules Caco-2 non synchronisées.
Moyenne + SEM de deux points de données provenant d’une méme
EXPETIENCE. . . . . . . e e e e



2.5 Rythme circadien des expressions de génes de I’horloge et
de la pharmacologie de l’irinotecan dans des cellules Caco-2
synchronisées. La quantité d’ARN messagers de 3 génes de I’hor-
loge (REV-ERBa, PER2, BMALL) et 7 génes de la PK-PD de 1'iri-
notecan (TOP1, UGT1A1, CES2, ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCG2)
présentent des variations circadiennes d’une période de 26 h 50 (SD
63 min). Les résultats expérimentaux sont la moyenne (+ SEM) de
quatre expériences indépendantes pour REV-ERBa, TOP1, UGT1A1,
et CES2, et de 3 expériences indépendantes pour PER2, BMALI,
ABCB1, ABCC1, ABCC2, et ABCG2. Les courbes continues corres-
pondent & I’équation 2.15 ajustées aux données (cf. Tableau 2.1 pour
les valeurs de parameétres). . . . . . .. ...

2.6 Rythme circadien des quantités ’ARN de REV-ERBq, TOP1,

UGT1A1l et CES2 dans quatre expériences indépendantes.

2.7 Expression génique, protéique, et activité de la TOP1. A
ARN messagers : données expérimentales et modéle présentés a la
figure 2.5 B Protéines nucléaires et cytoplasmiques. Les résultats ex-
périmentaux (bleu clair) sont la moyenne + SEM de deux expériences
indépendantes. Le modéle (bleu foncé) est le résultat de 'analyse co-
sinor (cf. chapitre 5). C Activité de la TOP1, un point de donnée
pour chaque CT. . . . . . . .. ...

2.8 Rythme circadien de la quantité de protéines de TOP1 liée
a PADN en présence de CPT11, dans des cellules Caco-
2 synchronisées. Les barres représentent la moyenne de 4 expé-
riences indépendantes (= SEM), aprés exposition au CPT11 a CT14
et CT28. La courbe continue représente la variation circadienne de la
quantité de complexes sur ’ADN (somme des variables DNATOP]I,
Compl et Icompl) simulée par le modéle mathématique de la PK-PD
du CPT11, calibré aux données comme décrit & la section 2.4. . . . .

2.9 Variation circadienne de ’apoptose aprés exposition au CPT11

des cellules Caco-2 synchronisées. A Exposition a 25 uM, B Ex-
position & 50 M. Mesure de 'apoptose 24 et 48 h aprés une exposi-
tion d’une heure au CPT11 débutant & CT14 ou CT28. Les résultats
sont la moyenne (£ SEM) de 6 points de données provenant d’une
EXPETIeNCe. . . . . ..o e e

2.10 Vitesse d’efflux du CPT11 Les points correspondent a I’évalua-
tion du membre de gauche de I’équation 2.16 & chaque point de temps
(et donc a chaque concentration intracellulaire de CPT11), des expé-
riences d’exposition a 10, 40 et 1154M de CPT11. La courbe continue
est la représentation du membre de droite pour les valeurs optimales
des paramétres Verropr et Keppopr, déterminées par la méthode
des moindres carrés (cf. chapitre 5). . . . .. ... Lo

2.11 Optimisation théorique de I’exposition au CPT11 des cel-
lules cancéreuses. Efficacité sur les cellules non synchronisées, en
fonction de la dose cumulée de CPT11 et de la durée d’exposition.
Les points blancs représentent la durée maximisant les dommages a
I’ADN, pour chaque dose. . . . . . . ... .. ... ... .......
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2.12

2.13

2.14

2.15

Optimisation théorique de 1’exposition au CPT11 des cel-
lules saines. Toxicité du CPT11 sur les cellules saines, en fonction
de la durée d’exposition et du temps circadien de début d’exposition.
La dose cumulée de CPT11 est fixée 4 500 ¢ M.h. . . . . . . . .. ..

Optimisation théorique de I’administration chronomodulée
du CPT11 dans les cellules Caco-2. A : rythmes circadiens simu-
lés des quantités de protéines de CES (vert), UGT (bleu), ABC_CPT
(rouge) et ABC_SN (orange). B : schémas d’exposition optimaux,
en suivant la stratégie thérapeutique de maximiser le dommage a
I’ADN dans les cellules cancéreuses, sous une contrainte de toxi-
cité maximale. Les schémas optimaux consistent en ’administration
d’une dose cumulée de CPT11 écrite en vert, sur une durée com-
prise entre 3h40 et 7h10, commencant 1h30 & 1h50 avant le creux
d’activité des CESs. . . . . . . ..

Meécanisme d’induction des transporteurs d’efflux par le
CPT11 Le CPT11 dans le milieu extracellulaire (C'PT,,;) entre pas-
sivement dans le cytoplasme (C'PT;,). Il est ensuite expulsé hors des
cellules par des pompes d’efflux appelées transporteurs ABC. C'PTj,
induit des dommages a ’ADN responsable de I'activation de facteurs
nucléaires qui promeuvent l’expression des transporteurs ABC. Cette
augmentation de I'efflux du médicament a pour conséquence une di-
minution de sa concentration intracellulaire et donc de son efficacité.

Maximiser le dommage 4 I’ADN dans une population de cel-
lules cancéreuses, sans contrainte de tolérabilité. Evolution
temporelle des concentrations extra et intracellulaires de CPT11 et
SN38, de la quantité de protéines des transporteurs ABC _CPT, et
des dommages & ’ADN Icompl durant 168 h d’exposition & 3000 M
de CPT11 administré seul (noir), combiné & des inhibiteurs de fac-
teurs nucléaires (rouge), ou a des inhibiteurs de transporteurs ABC
(bleu). Ce schéma d’exposition au CPT11 est celui qui maximise
le dommage & ’ADN pour les trois combinaisons de médicaments.
Lorsque le CPT11 est administré seul, les cellules cancéreuses aug-
mentent leur expression de transporteurs ABC, ce qui provoque une
diminution des concentrations intracellulaires de CPT11 et de SN38,
et donc des dommages & ’ADN induits. La co-administration d’in-
hibiteurs de facteurs nucléaires ou de transporteurs ABC empéche
la surexpression des pompes d’efflux, augmentant ainsi les cassures
simple ou double brin sur 'TADN. . . . ... .. ... .. .. .....
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2.16

2.17

2.18

3.1

3.2

3.3

3.4

Maximiser les dommages & ’ADN dans une population de
cellules cancéreuses, sous une contrainte de tolérabilité. Sché-
mas d’exposition optimaux pour trois stratégies thérapeutiques : ex-
position au CPT11 administré seul (noir), combiné a des inhibiteurs
de facteurs nucléaires (rouge), ou combiné a des inhibiteurs de trans-
porteurs ABC (bleu). A. Dommages & ’ADN dans les cellules cancé-
reuses, en fonction du seuil de tolérabilité dans les cellules saines : les
combinaisons du CPT11 avec des inhibiteurs de facteurs nucléaires
ou de transporteurs ABC annihilent la résistance au CPT11 des cel-
lules cancéreuses. B. Concentrations optimales de CPT11, en fonc-
tion du seuil de tolérabilité : les concentrations optimales diminuent
d’approximativement 50 % lorsque le CPT11 est combiné & des in-
hibiteurs de facteurs nucléaires, par rapport a son administration
seul. Combiner le CPT11 avec des inhibiteurs de transporteurs ABC
permet une encore plus importante diminution des concentrations
optimales. . . . . . . . ...
Quantité d’ARN messagers des principaux transporteurs
d’efflux du CPT11, en présence (rouge) et absence (bleu)
du médicament. Les résultats présentés sont la moyenne (+ SEM)
de deux points de données provenant d’'une méme expérience. . . . .
Estimation des paramétres et validation du modéle mathé-
matique de I’équilibre des formes lactone et carboxylate du
CPT11 1 : évolution temporelle de la transformation de la forme
carboxylate en forme lactone & pH 4 (O), 5 () et 6 (O). 2 : évo-
lution temporelle de la transformation de la forme lactone en forme
carboxylate a pH 6 (H), 7 (O), 8 (¢) et 9 (O). 3 : Rapport de la forme
lactone sur la quantité totale de CPT11 a I’équilibre, en fonction du
pH. Les données expérimentales proviennent de [26]. . . . . . . . ..

Modéle mathématique "corps entier" de la PK-PD du CPT11.

99

Variations circadiennes des protéines de la pharmacologie
du CPT11, chez la classe 2 Les points de données sont la moyenne
de 10 & 15 animaux (£ SEM). L’équation 2.11 a été calibré aux
résultats expérimentaux par une méthode de moindres carrés (cf.
chapitre 5). Les valeurs de paramétres obtenues sont présentées au
tableau 3.3. . . . . ...
Pharmacocinétique sanguine et tissulaire du CPT11 chez la
classe 2, aprés injection de CPT11 a ZT11 (bleu) et ZT23
(rouge). Les points de données représentent la moyenne de 10 a 15
souris, (£SEM). Les courbes continues représentent les simulations
du modéle calibré aux données par une méthode des moindres carrés
(cf. chapitre 5). . . . . . . ..
Pharmacocinétique sanguine et tissulaire du SN38 chez la
classe 2, aprés injection de CPT11 a ZT11 (bleu) et ZT23
(rouge). Les points de données représentent la moyenne de 10 a 15
souris, (£SEM). Les courbes continues représentent les simulations
du modéle calibré aux données par une méthode des moindres carrés
(cf. chapitre 5). . . . . . . ...



4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

Protéines de la famille BCL2 présentes dans les cellules
NIH-3T3 controéles ou transformées v-src, en conditions non-
apoptotiques. 10000g SN : protéines dans le cytoplasme; Mito.
pellet : protéines faiblement liées aux mitochondries; NayCOs3 pel-
let : protéines insérées dans la MME. Figure adaptée de [114]. . . . .

Cinétique de BIK en conditions normales Les protéines BI K
sont phosphorylées (BIK,,) avant leur ubiquitination et dégradation
par le protéasome. Cette phosphorylation s’effectue spontanément
dans les fibroblastes NIH-3T3 parentaux, et est augmentée sous l'ac-
tivité enzymatique des tyrosines kinases SRC dans les cellules trans-
formées v-src. ... L.

Dégradation de la protéine BIK dans les fibroblastes NIH-
3T3 parentaux et transformés v-src. Les points représentent
les résultats expérimentaux de [114]. Les lignes continues sont les
simulations du modéle mathématique (Equations 4.1 et 4.2), calibré
aux données par la méthode des moindres carrés (cf chapitre 5). . . .

Evolution de la protéine BIK en réponse i un stress apop-
totique. A Immunoblot de la quantité de BIK aprés une exposition
a la staurosporine durant 2, 4 et 6 h. B Localisation de BIK dans les
cellules normales NIH-3T3 en absence de médicament et aprés une
exposition a la staurosporine de 2 h. Les mitochondries sont mar-
quées par un Mitotracker (rouge). BIK endogéne a été marqué par
un anti-BIK-BH3 et révélé par un anticorps secondaire marqué FITC
(vert) (cf. chapitre 6). La couleur jaune indique la colocalisation.

Reéactions considérées de la voie mitochondriale de ’apop-
tose dans les cellules NIH-3T3. En réponse a un stress apopto-
tique, BIK se relocalise aux mitochondries (BIK,,;t,) et inhibe lac-
tivité anti-apoptotique de BC'L2 sur les protéines BH3 activatrices
BH3,. Les molécules libres de BH3, activent ensuite les protéines
BAXnaet en BAX ;i qui peuvent désormais se lier fortement & la
MME. Les molécules de BA X,k s’oligomérisent ensuite entre elles
et avec les molécules de BAX déja oligomérisés (BAX1ig0), dans un
processus autocatalytique. Les protéines BAX 40 créent des pores
dans la MME qui permettent le relargage du cytochrome C dans
le cytosol, menant ainsi la cellule & I'apoptose. Les protéines BC'L2
sont également capables d’inhiber BAX ;1 et BIKitor « - - - - . .

Simulation de la réponse des fibroblastes normaux (bleu)
et transformés (orange) durant une exposition de 8 h a la
staurosporine La concentration totale de BIK au RE est supérieure
dans les cellules normales et a pour conséquence une plus grande
quantité de BIK aux mitochondries (BI K,,;t,) et de molécules BH3,,
libérées. Les protéines BH 3, activent ensuite BAXqct €n BAX ink
qui s’oligomérise pour former des molécules de BAX,i40, jusqu’a
dépassé le seuil apoptotique dans les cellules normales, mais pas dans
les cellules cancéreuses. . . . . . . . .. ..o
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4.7

4.8

5.1

Pourcentage de cellules apoptotiques dans les fibroblastes
normaux (bleu) et transformés v-src (orange) Les points sont
les mesures expérimentales de [114] pour une exposition a la stau-
rosporine administrée seule, ou combinée & I’herbymicine, et des
données originales pour ’exposition a la staurosporine combinée a
’ABT-737. Les barres sont les résultats de simulations du modéle
mathématique de ’apoptose par voie mitochondriale, calibré aux
données par la méthode des moindres carrés (cf. chapitre 5). . . . . .
Simulation de la réponse des cellules normales (bleu) et can-
céreuses (orange) a la stratégie théoriquement optimale. La
stratégie optimale consiste en ’administration de la staurosporine
aprés exposition a quatre agents : un inhibiteur de SRC qui an-
nihile la phosphorylation de BIK dans les cellules cancéreuses, un
répresseur de BAX administré de sorte que la concentration de BAX
dans les cellules normales soit en-dessous du seuil apoptotique, un
répresseur de BCL2, et un activateur de BH3,. Cette combinaison
médicamenteuse aboutit & une valeur de BAX ;40 qui reste sous le
seuil d’apoptose dans les cellules saines, et qui le dépasse dans les
cellules cancéreuses. . . . . . . . . ... Lo

La formule du cosinor . . . . . . . .. ... ...
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3.5

4.1

Valeurs de paramétres des expressions circadiennes de génes
dans des cellules Caco-2 synchronisées. Moyenne + SD, esti-
mée en calibrant ’équation 2.15 aux données expérimentales par une
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Paramétres du modéle de la PK-PD moléculaire du CPT11
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raison aux données expérimentales (cf. partie 2.4), en utilisant une
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Equations du modéle "corps entier" de la PK-PD du CPT11.
int signifie intestin, lum signifie lumiére intestinale, moel signifie
moelle osseuse. Les flux sont décrits au tableau 3.2. . . . . . . .. ..

Flux des équations du modéle "corps entier" de la PK-PD
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4.2 Simulations de la toxicité et de ’efficacité d’une exposition
de 8 h a la staurosporine, aprés administration des diffé-
rentes combinaisons médicamenteuses Les stratégies thérapeu-
tiques étudiées consiste en I’administration de staurosporine, précé-
dée d’une exposition aux agents indiqués dans la premiére colonne.
BAX= représseur de BAX, BCL2 = répresseur de BCL.2, BH3, =
activateur de BH3,, SRC = inhibiteur de SRC. Les valeurs exposées
sont celles de n(t) aprés 8 h d’exposition a la staurosporine, dans les
cellules normales et cancéreuses. Les lignes en bleu sont les straté-
gies qui aboutissent & une efficacité d’environ 99%, et d’une toxicité
inférieure a environ 1% . . . . . . .. ...
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Résumé

Personnaliser les traitements anticancéreux sur base moléculaire consiste a optimiser la thérapie en
fonction des profils d'expression de genes des cellules saines et tumorales du patient. Les différences
au niveau moléculaire entre tissus normaux et cancéreux sont exploitées afin de maximiser l'efficacité
du traitement et minimiser sa toxicité. Cette thése propose une approche pluridisciplinaire
expérimentale et mathématique ayant pur but la détermination de stratégies anticancéreuses optimales
sur base moléculaire. Cette approche est, tout d'abord, mise en ceuvre pour la personnalisation de la
chronothérapeutique des cancers, puis pour l'optimisation de la thérapie anticancéreuse dans le cas
d'une mutation de I'oncogéne SRC.
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