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Avant-propos

La drépanocytose, découverte par James Herricloe#, st une maladie héréditaire
caractérisée par une mutation de 'némoglobinee foar, cette pathologie reste sans solution
thérapeutique curative, ni méme satisfaisante, mdalde nombreuses études et une
accumulation considérable de connaissances -dépuisreau moléculaire jusqu’au niveau
physiologique et clinique.

La pathologie drépanocytaire résulte de la « simpribstitution d’un acide aminé
positivement chargé (acide glutamique) par unenealhydrophobe. Cette altération induit la
formation, lorsque I'hémoglobine S est désoxygérte fibres polyméres a sept doubles
brins. Ces structures moléculaires réduisent tialffiilité des globules rouges drépanocytaires
(voire les déforment), entrainant le cas échéamibstruction des micro-vaisseaux. De
nombreux facteurs modulent le processus de polgatéon : I'élévation de la concentration
de 'hémoglobine S et de la température favorisemdirement la formation des polymeres ; a
l'inverse, la polymérisation est inhibée par lageréce d’autres hémoglobines, principalement
I’lhémoglobine F (foetale) —et par la réduction deression d’'oxygene. Ces facteurs exercent
leur influence de fagcon dynamique et en interastiomtuelles, ce qui rend le processus de
polymérisation particulierement complexe.

Le développement des outils informatiques dansolmaine de la Biologie, nous a
conduit a concevoir un projet de modélisation irdége de la polymérisation de
’hémoglobine S et de ses conséquences vasculdiseseule description du processus de
polymérisation de I'hnémoglobine S s’avere étre edgle de F. Ferrone, Eaton et Hofrichter
(1985), modele dit de « double nucléation ». Cargnaent a celui-ci, nous avons exploité
dans notre travail la version compléte et intégnémériguement du modele, ce qui était

indispensable a nos objectifs.



La thése présentée a été réalisée en trois ansmat Aprés implémentation -sous
Simulink®, vérifications et corrections, puis misasgour et évaluation quantitative, nous
avons montré que le modéle restait incomplet, atadapté a la description de la dynamique
de la polymérisation malgré lintégration numériqaempléte. Avec pour objectif la
reproduction aussi fidéle que possible des done&périmentales disponibles, nous avons
consacré les deux derniéres années de thése atipeniier le modéle. Les améliorations que
nous avons apportées concernent des aspects nue®riget mathématiques,
thermodynamiques et cinétiques et, enfin, géométdaq(« spatiaux ») du processus de
polymérisation.

Nous sommes conscients que la premiére partie ttawal est entremélée a celui des
créateurs du modéle initial. La raison en est damublune part, le projet est précisément
construit sur la base de ce modéle; or, celuistijreomplet et inapplicable dans une optique
réaliste. Certes modifié au cours des années, deafacon disparate et non globalisée —et
toujours dans la version linéaire inadaptée a imss Une partie importante de notre travail a
donc été consacrée a la mise a jour du modelepéeificité et I'originalité de nos propres

travaux émergent continlment au fur et a mesurd’gu@rogresse dans la sectiBésultats
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I-1. OXYGENE ET LE SANG

[-1-A. SANG ET RESPIRATION

Chez les organismes eukaryotes, dont les mammiféoeggéne moléculaire est
utilisé pour produire I'essentiel de I'énergie r&sadre aux processus vitaux. Le couplage
dynamique des mécanismes de respiration pulmonaiee,ventilation alvéolaire, de
circulation sanguine et enfin de réaction-diffusian sein méme de la cellule, assure
'acheminement de I'oxygéne atmosphérique jusguiaeau mitochondrial, et y maintient la
pression requise pour la production d’ATP par lagghorylation oxydative.

Chez I'nomme, l'appareil circulatoire contient emwi cing litres de sang, ce qui
représente environ 7% du poids corporel (70 kg).shag est un organe physiologique,
constitué du plasma, liquide salin et tamponné;aideur jaune clair, contenant entre autres
électrolytes et protéines, dans lequel baignenél@sents figurés du sang (cf. Figures la et
1b): les érythrocytes, les leucocytes ou globulésnds (granulocytes, monocytes et

lymphocytes) et les thrombocytes (plaquettes).

Globules rouges Liymiphoeyta

-
& ot

plaquiet s
Piymicligine

al(nnrfm
Figure la : Eléments figurégdu sang Figure 1b : Eléments figurés du sang
humain (microscopie électronique) humain (microscopie optique)
url :pages.usherbrooke.ca/ url :pages.usherbrooke.ca/



L’'une des multiples fonctions du sang est le transgyéléctrolytes et de substances nutritives
(glucose, acides aminés,...) et des gaz respirat¢des CO,). Ce dernier est assuré en

majeure partie par les érythrocytes et ’'hémoglebin

[-1-B. L'ERYTHROCYTE

L’érythrocyte, appelé aussi hématie, normocyte lobue rouge, est une cellule trés
simplifiée, anucléée chez 'hnomme et les mammifguesduite essentiellement dans la mcelle
osseuse a partir de cellules meéres, les érythteslamédullaires (chez le feetus, les
érythrocytes sont également produits par la rate &die). L'érythrocyte se présente sous la
forme d'un disque biconcave, d'un diametre de 7 an8 Il est doué d'une grande
déformabilité qui lui permet de franchir des cagiiks d’'un diamétre inférieur au sien. Ceci
permet effectivement le transport d’oxygéne dedes poumons jusqu'aux cellules de
'organisme, mais cette spécialisation impliquene Wbréeve survie cellulaire (environ 120
jours), une orientation spécifigue du métabolisroarprotéger le pigment respiratoire. De
fait, la couleur rouge de I'érythrocyte provientaepigment, et constituant principal, a savoir

I’'hémoglobine. La figure 2 ci-dessous schématisime de I'érythrocyte (section sagittale)

et résume les dimensions moyennes.

130+ 16 4m?
I Y
! |
98 +16um3 11.44+0.46 2.84*0.46
olo2um | *
7.65 +
—— 0.67um —

Figure 2 : Dimensions moyennes du globule rouge huaim
guillaume.lenormand.free.fr/pdf/these.pdf 3



I-2. LHEMOGLOBINE

[-2-A. ORIGINE DES HEMOGLOBINES HUMAINES

L’origine de l'arbre phylogénique des hémoglobimemonte a prés de 2 milliards
d'années, précisément a I'époque ou l'oxygene cowgeitea s'accumuler dans l'atmosphere
terrestre. Les "hémoglobines" sont présentes chesgpe toutes les espéces vivantes, qu'il
s'agisse de micro-organismes, de plantes ou d'arinf@utes ces molécules ont en commun
une méme structure spatiale, caractérisée parplement d'une chaine polypeptidique,
constituée de 6 a 8 hélices, autour d'une cavidédmhobe contenant une molécule d'heme.

Il est probable que chez les organismes unicelkdailes plantes et les petits
invertébrés, chez qui la molécule d’hémoglobinesgmte une affinité considérable pour
l'oxygéne, la fonction principale de cette molécnlétait pas le transport d'oxygene, mais
plutbt la protection contre les effet toxiques @&,/du CO et du NO. Ce n'est que chez les
especes pluricellulaires, plus « évoluées », quagpiarue la fonction de transport et de
stockage d'oxygéne que l'on considére comme latifonphysiologique majeure de cette
molécule. Cette fonction est apparue il y a queddiE) millions d'années et a conduit a trois
grandes familles de « globines » :

- les myoglobines, qui servent au stockage de l'axgygé& proximité d'organes
comme le muscle qui en font une consommation inapéet (ainsi qu’au transport
intracellulaire),

- les hémoglobines, qui assurent le transport degd@mxe depuis la périphérie (les
organes respiratoires tels que les poumons) jusguissus,

- les neuroglobines, apparues trés tét dans I'éwvoluprésentes dans le systéeme
nerveux central et dans la rétine. Elles auraientr@le de protection contre

I'anoxie dans ces zones particulierement sensibles.



[-2-B. LES DIFFERENTES HEMOGLOBINES HUMAINES

Chez les vertébrés, a I'exception de la lampradesgon « primitif », de type agnathe),
I'hémoglobine est un hétéro-tétramere constituéelex types de sous-unités de structure
voisine (structure générique >¥): I'un appartient a la famille et I'autre a la famill@.

Les différentes hémoglobines qui se succédent agitpiement se distinguent par la
nature des sous-unités qui les constituent. Chemmine, il existe deux commutations
(« switch »), 'un pour le passage de la vie erabnaire a la vie fcetale, et le second pour le
passage de la vie fcetale a la vie adulte ([StegnP@06; Frenette and Atweh 2007]).

Durant la vie embryonnaire A la place de la sous-unité présente dans
’hémoglobine mature, on trouve la sous-urijitde méme, a la place de la sous-ufiitée
trouve la chaine, spécifique de cette période initiale de la véent également présentes les
chainesy (ou feetales). La combinaison de ces sous-unitsufirles trois hémoglobines de
I'embryon, I'némoglobine Gower I,¢;), 'hémoglobine Gower 2afe,) et I'némoglobine
Portland {2y2).

L'hémoglobine F: HbF est détectable a partir de f'5semaine, est le constituant
hémoglobinique principal de cette période de la kiBémoglobine Foly,) est produite des
les premiers stades de la gestation. Elle atteime éa 8™ et la 16™® semaine un taux de 90
% qui reste ensuite a peu pres constant jusquiaissance. Peu avant la naissance, entre la
3™ et la 36™ semaine de gestation, les chaipe®nt progressivement remplacées par les
chaines polypeptidiques de globine adulte.

Hémoglobines de l'adulte Le profil électrophorétique de I'hémoglobine
caractéristique de l'adulte s'observe a partir'@gelde six mois mais peut, de fagcon non-
exceptionnelle, étre retardé. L'némoglobine A, @spnte alors plus de 95 % de la totalité des
hémoglobines. Il existe en outre un constituantemin I'hémoglobine A2c(F,), dont la

synthése débute dans la période néonatale ettgex@smée a un taux d'environ 2,5 %. Chez



I'adulte normal, I'hnémoglobine F ne subsiste plua fétat de traces inférieures a 1 % et reste
limitée a une population cellulaire restreinte, 'lesllules F". Ces dernieres, dont le nombre
semble génétiguement déterminé, représentent %adeé I'ensemble des érythrocytes, et
correspondraient a des hématies dont la différéoniast distincte de celle des cellules ne

synthétisant que de I'hémoglobine A.

[-2-C. STRUCTURE DE L’'HEMOGLOBINE

La molécule d’hémoglobine est un tétrameére formd’pasociation de quatre chaines
polypeptidiques identiques deux-a-deux : deux @saén(a-globines, 141 acides aminés) et
deux chaineg’ (B-globines, 146 acides aminés). Chaque chaine adopmeconformation
spatiale lui conférant une forme globuleuse et méaat une « poche superficielle » dans
laquelle se trouve logé I'hnéme. La cohérence dan@reayld;, ie. sa structure quaternaire,
résulte principalement de liaisons « faibles »bléa par les chaines latérales hydrophobes

des acides aminés situés a la périphérie des chpiiogiques (cf. Figure 5).

Figure 3 : Image 3D représentant la
structure de la molécule del’lhémoglobine
url :www.inrp.fr/Acces/biotic/gpe/dossiers
/drepanocytose/

Globines béta Eau

Clobines alpha Heéme

La séquence primaire des chainest 3 se présente comme suit (pour le codage des acides

aminés, cf. Figure 5).



Chainea: V-L-S-P-A-D-K-T-N-V-K-A-A-W-G-K-V-G-A-H-A-G-E-Y-G-A -E-A-L-E-R-M-F-L-S-
F-P-T-T-K-T-Y-F-P-H-F-D-L-S-H-G-S-A-Q-V-K-G-H-G-K-KV-A-D-A-L-T-N-A-V-A-H-V-D-D-
M-P-N-A-L-S-A-L-S-D-L-H-A-H-K-L-R-V-D-P-V-N-F-K-L-L -S-H-C-L-L-V-T-L-A-A-H-L-P-A-E-
F-T-P-A-V-H-A-S-L-D-K-F-L-A-S-V-S-T-V-L-T-S-K-Y-R

Chainef: V-H-L-T-P-E-E-K-S-A-V-T-A-L-W-G-K-V-N-V-D-E-V-G-G-E-A-L-G-R-L-L-V-V-Y-
P-W-T-Q-R-F-F-E-S-F-G-D-L-S-T-P-D-A-V-M-G-N-P-K-V-KA-H-G-K-K-V-L-G-A-F-S-D-G-L-
A-H-L-D-N-L-K-G-T-F-A-T-L-S-E-L-H-C-D-K-L-H-V-D-P-E-N-F-R-L-L-G-N-V-L-V-C-V-L-A-H-
H-F-G-K-E-F-T-P-P-V-Q-A-A-Y-Q-K-V-V-A-G-V-A-N-A-L-A -H-K-Y-H

Une chaine polypeptidigue (ou ) présente sept (ou huit) segments en forme d@élioite
reliés par des segments comportant parfois desesoldien que les chaineset § aient des

séquences différentes, elles présentent des seadrrtiaires tres similaires.

Chaine alpha : 141 acides aminés

—— Hélice k

AAn
Helice H

Helice £

AAl

Heélice A
AA1: premier acide aminé

AAN: dernier atide aminé
GH: coude entre les hélices G etH

Coude GII

Figure 4a : Schéma de la globin
url :www.inrp.fr/Acces/biotic/gpe/dossiers
/drepanocytose/

A B C E F G H

1 318 20035 36/42 5271 80/88 947112 118/138 141
Chaine béta : 146 acides aminés
A B C D E F G H

14118 1934 3541 50056 57776 8593 99/117  123/143 146

Hélice
—
4 18

numéros d'ordre des acides aminés

Figure 4b : Structure des chainest et
url :www.inrp.fr/Acces/biotic/gpe/dossiers
/drepanocytost



Cas a part

Sérine Thréonine Asparagine Glutamine
) (S, Ser) (T, Thr) (N, Asn) (Q, Gln})
@ oy = =
Y *HagN=C=H *HaN=-C=—H *HgN=C=H  *HgN—-C=H
coo I i 1 i
1 CHZOH CHOH CHz CHa
*HgM—Cc—H | I I
1 CH3 o CHj
H HaM o !
A
Hyh O
Hydroxyl- Amido-
Acide glutamique Acide aspartique Lysine Arginine Histidine
(E, Glu) (D, Asp) (K, Lys) (R. Arg) (H, His)
?00‘ (':DO‘ (I:OO 'IGOO‘ ?00‘
*H;N—?—H *HaN=C=H *HaN—C—H *HgN—C—H *HaN=C =H
[ 1 [ I
CHa CH2 CHy CHa CH3
| | | | I
CHz coo- CHp CHa C - NH
coor CH2 CHa 7
1 l c-N*
CHz NH HH
! + | +
HaN C = NHs
Négativement "I‘Hz Positivement
Méthionine Cystéine Tryptophane Phénylalanine Tyrosine
(M, Met) (C, Cys) (W, Trp) (F, Phe) (Y, Tyr)
?0'0' ?00 coo" coo coor
I 1 [
THsN-C—H *HaN—=C—H *HaN—¢ —H *HgN—C—H *HaN—C —H
! ! i i 1
’T‘Hz ‘IJHz CHy CHp CHy
CHz SH (l; =CH
|
? *NH
CHs OH
Contenant du soufre Aromatiques
Alanine Valine Leucine lsoleucine Proline
(A, Ala) (v, val) (L, Leu) (l, lle) (P, Pro)
coo" coo coo" coo" coo"
I 1 I 1 I
"H3N—:_I',—H *nga—?—ﬂ *H3N—c|:—H ’H3N—(I:—H HN—CI—H
CH3 CH CHy HC - CHy HaC CHz
AN | | N cé
CHy CHy /CP:\ ?Hz
Aliphatiques CHy CHy CHs

url :pages.usherbrooke.ca/

Figure 5 : Les acides aminés et leurs codes
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La structure tétramérique de I'hnémoglobine résdiel'association de deux dimeres

fonctionnels ul-1 eta2-2, disposés de facon a ce que la sous-uditoit au contact de la

sous-unité2 eta2 depl. La disposition des chaines est telle que desorgptrés étroits

existent entre chaines latérales de résidus appatt@ux sous-unités non homologues. A

l'inverse, il n'existe qu'un faible nombre de catgantre sous-unités identiques.



Trois zones de contact sont a distinguer :

(i)  contacts entre sous-unités d'un méme dimerf{ oun2-p2)

(i)  contacts entre chaines non-homologues de deux eniifférents d1-2 ou a2
B1) ; c'est au niveau de cette zone que s'effectasnhouvements de glissement
et de rotation qui accompagnent la modificatiorcaeformation de I'hémoglobine
lors de la fixation de I'oxygene moléculaire. Lé&sidus en contact difféerent pour
chacune des configurations.

(i)  contacts entre chaines homologues : le plus impodantre eux est établi entre
les chaine$, au niveau de la cavité centrale par l'interméeidlune molécule de
2,3 diphosphoglycérate (2,3-DPG, métabolite spfifi de I'érythrocyte), qui

stabilise la configuration désoxygénée.

Dans la désoxyhémoglobine, des interactions élgettiques faisant intervenir l'ion

Cl" s'établissent également entre I'extrémité C-taahlaird'une chaine et I'extrémité N-

terminale de l'autre.

[-2-D. L'HEME

La molécule d’héme est une molécule plane, ou éygent bombée, selon le groupe
lié a sa sixieme valence de coordination. Sa straaést connue depuis le début du siécle :
elle est constituée par une protoporphyrine ayantsen centre un atome de fer. La
protoporphyrine est formée de quatre cycles pyoas unis par l'intermédiaire de ponts
méthenylés (-CH=) et substitués par des groupehyheétpropionate et vinyle. Que la
molécule d’hémoglobine soit oxygénée (oxyhémoglepirou désoxygénée (désoxy-

hémoglobine), le fer reste sous sa forme rédui€F



Dans l'oxyhémoglobine, I'atome de fer présemtdiaisons de coordination : quatre
d’entre elles interviennent dans la structure lifentie, la cinquieme amarre I'héme a la globine
au niveau de I'histidine F8 (histidine proximale)aesixieme fixe I'oxygene appelé "ligand".
Ce ligand est en rapport avec [l'histidine E7 (Hise dite «distale »). Dans la
désoxyhémoglobine, ou aucun ligand n'occupe la fdistale de I'hnéme, le fer est
pentacoordinné. Par suite d'une distribution diifée des électrons dans les couches
périphériques, le volume de cet atome augmente.cBa&sgements de taille sont a la base
méme des mécanismes de modifications de configaratiotéique accompagnant la fixation
d'oxygene. Le r6le de la protéine entourant I'npeg trés schématiquement se résumer a :

() une mise en position optimale de la molécule d'érgg

(i)  une protection contre I'oxydation,

(i)  une modulation de la fonction oxyphorique.

La fixation d'une molécule d'oxygéne sur une squguentraine des modifications au
niveau de la poche de I'heme, qui se répercutertestréemité C-terminale de la chaifeet
ainsi que sur les contacts entre sous-unités. Uanveroent de glissement et de rotation se
produit ainsi au niveau de l'interfacgB,. La conformation T (ourensg correspond a la
forme désoxygénée et la conformationRRlaxed a la forme oxygénée. Lors de la transition
de la configuration désoxygénée vers la configamatixygénée, le 2,3-DPG est expulsé de la

cavité centrale.
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Figure 6 : Schémas de I'heme (protoporphyrine IX)
url :wwwe.inrp.fr/Acces/biotic/gpe/dossiers/drepagtmse/

I-2-E. LES GENES DES GLOBINES

Des études génétiques ont montrés que les mulienta chainex sagrégaient de
facon indépendante de ceux des chanes s, ce qui indiquait une localisation de ces genes
sur des chromosomes différents. Par ailleurs, gesldhémoglobines anormales (ex.. Hb
Lepore), provenant de genes de fusion (&X); ont apporté de précieux renseignements sur
I'organisation séquentielle des génes de globineesthromosome.

La localisation chromosomique de ces génes a eltment été déterminée de facon
précise par les techniques de fusion cellulaird'hetbridation. Les génes de la familesont
situés sur le chromosome 16 dans la région distatliee 16 p 12 et 16 p ter et ceux de la
famille B sur le chromosome 11 dans la région 11 p 125 p128.

On connait aujourd'hui la cartographie détailléecde deux groupes de génes (cf.

Figure 7, partie supérieure). La famitlecomporte trois genes fonctionnels ¢2 etal) et la
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famille B cing €, Gy, Ay, B etd). De plus, il existe des séquences assez sinslaicelles des
géenes mais ne codant pour aucune chaine polyppidit de ce fait appelées pseudo-génes
(v&, yal, ya2 etyp). En 3' de la famille des genesil existe un géené qui pourrait étre actif
dans les tissus érythroides primitifs de I'embryoordre séquentiel des génes, de 5' en 3', sur
le chromosome est le méme que celui de leur expreas cours du développement.

Les séquences nucléotidiques des genes de globide kur environnement sont
aujourd'hui établies (cf. Figure 7, partie inféreu Les genes de globine comportent trois
zones codantes (ou exons) séparées par deux zone®dantes (introns ou IVS). Il existe
également des zones non codantes situées en'3etggne flanking region}. Les introns
(IVS) débutent classiquement par une séquence G& &rminent par une séquence AG (loi
de Chambon).

Les génesa, B et ( différent considérablement par la taille des in$o
Un promoteur est situé en 5' de la région traresatit gene. Cette zone, impliqué dans la
fixation de 'ARN polymérase comporte la séquendéAAqui se situe a une trentaine de
nucléotides du site codant pour la coiffe, la séqae"CCAAT...", localisée entre les
nucléotides -70 a -80, et une séquence plus varf@ACC...", située entre les nucléotides -
80 et -100. Le géngpossede entre les séquences -170 et -190 una dgiwequence GATA
fixant des facteurs de régulation érythroide sjfio#.

Il existe également des séquences activatrieebafcerk et inhibitrices gilencer$
régulant le niveau d'expression des genes au deutévolution. La séquence AATAA, en 3'
serait le signal de terminaison pour la polymérasen site de reconnaissance pour la poly-
adénylation. Des séquences de spécificité tissulaippelées LCRLOcus Control Region
sont situées en 5' a distance du compeeta. Elles permettent une expression efficace et

coordonnée des génes qu'elles contrélent (cf. ffreand Atweh 2007]).
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Figure 7: Les génes des globineset
url: rbc.gs-im3.fr

I-3. LES HEMOGLOBINOPATHIES

Les hémoglobinopathies se subdivisent en deux g<upe premier correspond a la
présence d'une hémoglobine de structure anormale stcond a un défaut de synthése,
partiel ou total, de I'une des sous-unités d'héainge (thalassémies). Il existe en réalité un
certain chevauchement entre ces deux catégorisgumjinotamment, certaines hémoglobines
de structure anormale se comportent comme des tadlatassémiques.

Le groupe des hémoglobinopathies a « hémoglobinesrales », auquel appartient
la drépanocytose, représente plus de 900 varidnésndglobine répertoriés -et ce nombre
augmente régulierement. Ces hémoglobines variget@gent étre classifiées comme suit (cf.
[Lubin et coll. 1991; Kutlar 2007]) :

» Le premier groupe comporte les mutants qui sdotigine de probléemes de santé publique
majeurs. HbS dans les populations d'origine afieaet HbE dans les populations du Sud Est

Asiatique en sont des exemples. Dans ces poputation la prévalence de ces
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hémoglobinopathies est forte, ces mutants doivér @agnostiqués pour permettre un
conseil génétique efficace.

» Le second groupe comporte des variants plus,raras présent dans les populations ou
I'HbS a une forte prévalence. C'est le cas des Bb'®-Arab ou D-Punjab, qui par elles-
mémes n'ont qu'un effet pathologique minime mais agsociées a HbS, conduisent a des
syndromes drépanocytaires majeurs.

 Un troisieme groupe est constitué par ces vaiaates a l'origine de désordres
hématologiques variés. Il comporte les hémoglobinstables qui sont la cause d'anémies
hémolytiques chroniques, les hémoglobines a fdiftaité pour I'oxygéne responsables de
polyglobulies, d'hémoglobines a faible affinité pdioxygene responsables d'anémies avec
cyanose ou encore des hémoglobines M, causes de&maglobinémies. Les hémoglobines
instables peuvent également interagir avec dess tthalassémiques. Ainsi des mutants
instables de la chairflepeuvent conduire a des tableaux de thalasséneieri@tliaire, et ceux
de la chaine. a des hémoglobinoses H.

* Un dernier groupe de variants comporte des palghismes souvent utiles comme
marqueurs de population. Parfois il s'agit de nmnat privées propre a un petit nombre
d'individus ou de familles. Ces mutants sont haiement totalement silencieux sur le plan
cliniue. Un certain nombre d'entre-eux ont étéodeerts lors d'études systématiques de
populations a la recherche des hémoglobinopathesures. D'autres ont été découvertes
parce qu'elles interféraient avec d'autres testdodigues. Ces mutants doivent étre
caractérisés et rapportés dans les banques deefopoér éviter qu'ils ne soient confondus

avec des mutants aux conseéquences cliniques severes
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II-1 LA DREPANOCYTOSE

La drépanocytose, ou anémie falciformaickle cell diseage est une maladie
systémique dont la cause est une mutation de ldewe chaines de I'hémoglobine. Ses
principales manifestations cliniques aigues sorg épisodes vasooclusifs, douloureux et
récurrents, priapisme et « syndrome thoracique ajgdinsi que des accidents vasculaires,
cérébraux ou cardiagues. Les conséguences chrgrsquéeune anémie de type hémolytique,
des dommages aux organes, dont une insuffisanederét une réduction de I'espérance de
vie.

La drépanocytose est particulierement répandue fequ&, ou ses dénominations
populaires sont : « SS » (région Bantou) et « fndties » (Afrique de I'ouest ; [Galactéros
2000]). Il s’agit d'une maladie génétique autosamigdont le géne anormal est porté par un
chromosome non-sexuel. Elle est dite « récessnar $a présence des deux genes anormaux
est requise pour que la maladie s’exprime. Ainsyls les individus homozygotes sont
malades. Les hétérozygotes sont dits porteurstrait«lrépanocytaire » (ou porteurs sains).

La mutation qui produit HbS, comme les autres ariesnae 'hémoglobine portées
par le geng, est transmise selon le mode mendélien codomihardéque I'un des parents est
normal et l'autre hétérozygote pour I'HbS, la réaikes enfants seront hétérozygotes. Lorsque
les deux parents sont hétérozygotes, 50% des en&mmbnt hétérozygotes, 25% seront

homozygotes et 25% normaux (cf. figure 8).

Bma I I
Ems “
Figure 8 : Transmission de I'HbS
url :http://rbc.gs-im3.fr/ @ @*@Q
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La drépanocytose est due a une mutation uniquestpelte, du gén@-globine situé
sur le chromosome 11o¢us 11p 11-5; le 11 indique la 9% paire de chromosome, e
indique qu’il se situe sur le bras court du chroomes et 11-5 révéle la position exacte du
locus. La mutation du ®" codon de I'exon | (GAG— GTG) entraine le remplacement de
'acide glutamique N6 présent dans I’hémoglobingod@ une valine (cf. section suivante).
L’hémoglobine qui en résulte est dite hémoglobinewHbS. Il a été observé sous certaines
conditions que les globules rouges drépanocytgieesent adopter une forme &wux (cf.
figure 10), d’'ou le nom d’anémie falciforme ou dmépcytose [répano : du greadrepanon
[drépano-], faux faucille; tyto : du greckutos[cyto-, -cyte, -cytie], cellule ; bse: du grec
Osis [-ose], suffixe désignant des maladies non-inflamimegoou/et des états chroniques
(url : http://georges.dolisi.free.fr/Terminologie/@epano.htnj.

Le trait drépanocytaire est largement répandu figfire 8). C’est dans certaines
régions d’Afrique que sa prévalence est la plugéde mais on le rencontre aussi dans des
populations originaires d’Afrique équatoriale, dasbin de la Méditerranée et de I'Arabie
saoudite. En Afrique, les taux de prévalence les glevés du trait drépanocytaire sont
enregistrés entre le 9% paralléle nord et le 20°paralléle sud, atteignant entre 10 et 40% de
la population dans certaines régions. Ces taux @astfaibles ailleurs, se situant entre 1 et
2% en Afrique du nord, et en dessous de 1% en ddrigustrale. Dans des pays comme le
Cameroun, la République du Congo, le Gabon, le &leaite Nigeria, I'incidence varie entre
20 et 30%, tandis que dans certaines régions deyd@da, elle atteint 45%. Dans les pays ou
la prévalence du trait drépanocytaire est supériau20%, la maladie affecte environ 2% de
la population.

Il est intéressant de noter que la répartition ga@alyque du trait drépanocytaire est
trés similaire a celle du paludisme. De fait, Bttdrépanocytaire a un effet protecteur partiel

contre le paludisme et ceci peut expliquer pourdgusiest maintenu a de tels niveaux élevés
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de prévalence en Afrique tropicale. Les enfants hgtritent du géne des deux parents, ne
bénéficient pas de cette protection. lls souffrentputre, d’effets graves de la drépanocytose
et beaucoup d’entre eux décedent avant d’'atteib@ige de la procréation (Rapport OMS,
2006).

Les migrations de population post-coloniales ontit faapparaitre les
hémoglobinopathies au rang des maladies génétifidepientes dans les métropoles
européennes. En France métropolitaine, le dépistégmatal met en évidence de fortes
disparités régionales avec des prévalences chegol@sations a risque de 0,05% dans le
Nord et le Sud et 0,2% en lle-de-France. De 228(as2ijets drépanocytaires naissent chaque
année en France. La population totale des patistitde plus de 5 000, dont 3 000 en lle-de-
France, et 2 000 dans les territoires d’Outre-Mela fin des années 80, I'espérance de vie

médiane était de I'ordre de 46 ans [Galactéros R000

Fréquence
de 1l'allele 5

[ 1< 0,02

Figure 9 : Distribution géographique de la drépanogtose
url :http://genet.univ-tours.fr//gen001700_fichiérsn
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Du point de vue clinique, les syndromes drépanaggappartiennent a la famille des
anémies hémolytiques (elles englobent différentetyd'anémie ou les globules rouges sont
détruits prématurément dans le sang) chroniquegexposent les patients a toute la palette
des complications communes a ce type de patholégisodes d’anémie aigué, troubles
nutritionnels secondaires, hypersplénisme (actigkéessive de la rate) aigué et chronique,
complications lithiasiques (formation de calculsydroies biliaires, troubles du métabolisme
du fer, effets secondaires des transfusions. Renai, on observe également une large palette

de symptomes et troubles, dont:

un risque infectieux bactérien fortement majoré;

- des accidents vasoobstructifs, dont la forme la fiéquente sont la crise algique
osseuse ; la crise algique affecte le rachis,deathou les membres et entraine une
invalidité temporaire complete;

- des atteintes vasculaires évolutives: rétinopatheetériopathie cérébrale,
néphropathie ischémique, myocardiopathie, ulcere jdmbes ([Schnog et coll.
2004));

- les séquelles de nécroses antérieures dont préeoimias atteintes osseuses
aseptigues des fémurs et humérus, les syndromésctiss pulmonaires, les
surdités, les impuissances, les déficits moteurs.

Il faut ajouter que certains traitements, et ertigarer I'administration d’hydroxyurée (cf.

sections II-5 et 1I-6), occasionnent des effetsoadaires qui ne peuvent étre négligés
[Galactéros 2000]. Enfin, les multiples souffrancesenant le cas échéant a des cas de
dépendance aux antalgiques, alimentent une psytttadpgie qui peut prendre le pas sur les

circonstances qui la générent.
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II-2 DREPANOCYTOSE ET HEMOGLOBINE S

Des observations concernant une maladie avec tistes$ articulaires, osseuses et
des crises hyperalgiques chez des sujets d'or@gfineaine et remontant au I siecle
peuvent étre retracées dans la littérature médicatgdentale. La premiére observation
établissant un lien entre de telles manifestatmimiques et une anomalie érythrocytaire est
due a James Herrick, un médecin de Chicago. En, X@l@i-ci a observé, dans le sang d'un
de ses étudiants, originaire de Grenade, la présdaqlobules rouges « allongés » et qui
avaient une forme comparable a celle de la "lamla éeux d'un fermier“sickleen anglais.

En 1927 apparait une notion majeure: la déformaties globules rouges ne se
produit qu'a basse tension d'oxygene et elle estrgement réversible. Dans la foulée, on
distingue des sujets chez qui la falciformation estssive et accompagne une maladie
sérieuse, par opposition a leurs parents chez'aporhalie est un trait sans manifestation
pathologique.

La découverte clef qui unifiera toutes ces obsematest faite en 1949 par Pauling,
Itano, Singer et Wells qui mettent en évidence différence de mobilité électrophorétique
entre I'hémoglobine « S » et I'némoglobine « Aermmale (HbA ; [Pauling et coll. 1949]).
L'HbS portait une charge positive supplémentaigerédmplacement d@-Glu 6 par une Val,
représente effectivement une perte nette d’'unggehaggative).

Il s’agissait de la premiére démonstration qu'pn&éine anormale était a l'origine
d'une pathologie : la notion demaladie moléculaire venait de faire son entrée en
médecine. Chez les sujets malades (homozygotady Heémoglobine S existe tandis que
chez les porteurs du trait (hétérozygotes), lex t@moglobines HbA et HbS sont exprimées,
cette derniéere dans une proportion d'environ 40l ®agit donc d'une maladie héréditaire a

expression codominante.
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La démonstration initiale de mobilité différentekh été réalisée en électrophorés sur
veine liquide, technique particulierement délicaei, dans les années suivantes, a été
remplacée par [|'électrophorése de zone -sur pagigr,gel d'amidon ou sur acétate de
cellulose. Ces méthodes, de pratigue beaucoupsphse, ont permis la mise en évidence de
la plupart des autres mutants de I'hémoglobine.

Dans les années 1956-1959, Ingram identifie l@mdihce de structure primaire (ie. de
séquence) entre I'hémoglobine A et I'hémoglobifim&am 1958; Hunt and Ingram 1958;
Ingram 1959]. A l'aide de la technique tingerprint” (empreinte) d'un hydrolysat trypsique
ou les peptides sont séparés sur une feuille dempdgns une dimension selon leur charge et
dans l'autre selon leur hydrophobicité, Ingramadit ont observé le déplacement d'une tache
unigue par rapport a un échantillon normal : ijssait du premier peptide de la chaneu
l'acide glutamique en position 6 est remplacé pa waline. Plus tard, le déchiffrage de
I'ADN a mené a l'identification de la mutation aiweau du gén@-globine (irl :http://rbc.gs-

im3.fr/IDATA.

Figure 10 : Image en
microscopique optiqgue montrant la
forme en faucille prise par certaines
hématies drépanocytaires

(Frenette and Atweh, 2007)

lI-3 LA CRISE VASOOCLUSIVE

Le déclenchement de crises vasooclusives, assacides douleurs intenses, constitue
le symptéme le plus handicapant chez les patiegsadocytaires. Certains signes cliniques

peuvent précéder -ou accompagner I'apparition des< infections, déshydratation, fatigue
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physique, traumatisme, stress psychologique [Tisoehaoll. 1984]. Bien gqu'il n’ait pas été
formellement prouvé que ces événements soient &tiore causale avec les crises
douloureuses, dans certains cas au moins, il yeafame évidence clinique en faveur des
mécanismes impliqués. Ainsi, par exemple, les Bageessions d’oxygéne a hautes altitudes,
ou une dépression dans un avion, peuvent entraieehypoxémie et le déclenchement d’'une
crise. Dans d'autres cas, les arguments sont dherigxpérimentale. |l est possible, par
exemple, d’induire des crises douloureuses paoaeidue a I'administration i.v. de solutions
modifiant le pH cellulaire [Greenberg and Kass 19838exposition au froid des bébés
entraine une dactylite -inflammation des doigts ddan and Shah 1964] (NB : ce type
d’ « expériences », éthiguement inacceptable)légal de nos jours).

Fabry et coll. ont démontré que la fraction sangula globules rouges « denses » (d >
1.095, HbS > 6 mM ou MCHC > 42g/l) diminue sigrditvement durant les crises [Fabry et
coll. 1984]. Cette découverte a permit la premassociation d’'une variable biologique a la
survenue des crises. Peu apreés, les observagon&ad! et coll. [Kaul et coll. 1989; Kaul et
coll. 1995; Kaul et coll. 1996 ] ont montré que @edlules drépanocytaires (cellules « SS »)
sont retenues dans des espaces pavoisés veinutgresin mécanisme d'adhérence a
'endothélium [Mohandas and Evans 1985; Frenettk Awveh 2007]. Ballas et coll., aidés
par les observations sur les patients en preniades de crises, ont confirmé I'augmentation
des cellules SS denses juste avant et au débuatiges, et observé immédiatement aprés cette
étape, une réduction de cette méme fraction [Balledl Smith 1992].

La cause de la forte présence des cellules SSslamaat et pendant le stade primaire
des crises reste non-résolue, mais elle pournatl@&e a une hyperosmolarité locale (telle
gu’au niveau médullaire rénal, et/ou temporaire)aola faible présence des cellules non-
denses qui adhérent de maniére brusque a l'endothélasculaire. Le phénomeéene de

rétention des cellules SS denses observés pardtaoll., et le phénoméne d’adhérence des
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cellules non-denses a I'endothélium qui peut exjgigles observations de Ballas et coll.,
peuvent se produire simultanément ou séquentieliermeec prédominance de I'un ou de
'autre selon le patient et les circonstances derike [Kaul et coll. 1989 ; Ballas and Smith
1992; Kaul et coll. 1995; Kaul et coll. 1996 ]. Med I'existence de deux mécanismes
d’initiation, c’est une anomalie propre aux celfufeS qui est a I'origine de la vasoocclusion.
En ce qui concerne l'artériole précapillaire, depégiences en vidéo-microscopie ont
mis en évidence une accumulation préférentiellealisée au niveau du sphincter et de la
portion initiale, de cellules SS irréversiblemeatciformées de type ISC (« irreversibly
sickled SS cells »), une sous-classe de cellulasedequi, en sus d'étre déshydratées, sont
figées dans une forme caractéristique de banareu([&t coll. 1995]). Dans le second cas,
c.a.d obstruction au niveau veinulaire, I'adhésaofendothélium vasculaire de réticulocytes
(jeunes cellules, non-denses et déformables) peéeeghotentialise le piégeage subséquent
des cellules denses, dont les cellules ISC. Ce m&na, mis en évidence par marquage
cellulaire et vidéo-observation concomitante, estdpminant dans les petites veinules ou
'adhésion est maximale -cf. figure 11, ci-aprésadil et coll. 1995; Frenette and Atweh

2007].
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Figure 11 : Mécanismes de la vaso-occlusion
(Frenette and Atweh, 2007)

[I-4 DESHYDRATATION ET TRANSPORT IONIQUE ERYTHROCYAIRES

Outre leur tendance accrue a I'hémolyse -et anti@iation réticulo-endothéliale, deux
caractéristiques importantes des érythrocytes daipdaires sont (i) leur état de
déshydratation, et (ii) I'existence de sous-popoites et le profil de densité associé, la plupart
des patients présentant une fraction de celluldsnges » augmentées [Hebbel 1991; Kaul et
coll. 1996; Ellory et coll. 1998; Lew and Bookct2605]. Si I'on se réfere a la polymérisation
de HbS, sujet de ce travail, I'importance de ceaatéristigues hématologiques est en premier
lieu que la vitesse de ce processus est directepnepbrtionnelle a la concentration de HbS,
élevée a la puissance 30-G8. Chap V) ! Etant donné que la concentratiépehd de I'eau

érythrocytaire, le profil hématologique de densiéét une importance toute particuliere.
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Transport ioniqgue membranaire et déshydratation #mocytaire : La fraction d’hématies
denses déshydratées, avec une nette augmentatiota dmncentration cellulaire de
I’'hémoglobine (40-50 g/dl comparé a une norme dedfe de 33 g/dl), contient également le
pourcentage le plus important de cellules déforn@aese maniere irréversible (ISC, cf.
section précédente; [Lew et coll. 2002; Lew and k&thin 2005]). Cette déshydratation est
secondaire a une perte du potassium cellulaire fedvBookchin 2005].

En effet, Tosteson et coll. ont montré que sousdégnation, les hématies SS
présentent un gain de Nat une perte de K Inversement, sous réoxygénation, les hématies
SS présentent un gain de’ Kt une perte de Nace qui indique que les effets de la
désoxygénation sont réversibles [Tosteson et t®82; Tosteson et coll. 1955].

Le canal potassique activé par le calcium libreosglique (responsable de I'effet dit
Gardog des cellules SS joue un réle majeur dans la diabgtion cellulaire, soit seul, soit en
conjonction avec le co-transport4CI” [Brugnara 1995; Lew and Bookchin 2008.vitro, la
déshydratation des érythrocytes SS dépend dii [Caw et coll. 2002] externe et elle peut
étre prévenue par les inhibiteurs du canal Gargdas éxemple, le clotrimazole : [Brugnara
1995]).

L'age cellulaire est un déterminant important a@etivité du co-transport KCI” dans
I'érythrocyte humain. Le systeme est en effet mesf dans le réticulocyte, et beaucoup
moins dans I'érythrocyte mature (pour référencéstewue [Lew and Bookchin 2005]). Un
autre déterminant de l'activité de ce systéme &girésence d’hémoglobines positivement
chargées. Les études des différents variants denblglobine indiquent que la sur-activation
du cotransport KCI" n'est pas un facteur commun a toutes les hémawgsbpositivement
chargées, mais qu’elle est limitée aux variantstipesnent chargés en positioffig et 7.
L'activation du cotransport KCI" est également observée dans Igghalassémies

intermédiaires (formes atténuées dg-khalassémie homozygote).
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Trois phénomeénes additionnels peuvent contribuda @erte potassique -et a la
déshydratation qui en résulte, mais leur effet msbeur comparativement aux deux
phénomeénes précédents. Ce sont : (i) 'activattadhompe N4 K™ par la désoxygénation,
(i) les dommages oxydatifs accélérés de I'HbSsiaque, (iii) la déposition/accumulation
membranaire d’hémoglobine dénaturée, de ferritifeéme libre et de fer compartimentalisé

(ex : « Heinz bodies »; [Hebbel 1991; Lew and Bdwk@005]).

Variabilité érythrocytaire et profil de densitéUne attention particuliere doit étre portée a la
I'existence de sous-populations érythrocytaires leur distribution de densité.

La figure 5 (extraite de Lew et Bookchin, 2005) &tiatise le profil de distribution
des érythrocytes drépanocytaires (cheZPatient « type », traits noirs, en comparaison a un
sujet Témoin trait gris). On observe que, par opposition aiktribution Témoinqui est
homogéne (gaussienne, centrée sur d=1,08) distribution drépanocytaire est trés
hétérogene, comprenant :

- des réticulocytées et jeunes érythrocytes £dl1,06-1,09), fraction SS1,

- des discocytes « légers »¥d,,08-1 ,10), fraction SS2

- des discocytes denses¥d,10-1,15), fraction SS3

- des érythrocytes hyperdenses, fraction SS4, eeHentent consitués
d’érythrocytes irréversiblement modifiés (« sicki€) ou ISC.

1 Ni les réticulocytes (<5%), ni les « F-cells » @) duTémoinne sont représentés ici

2 Réticulocytes : cellules érythroides énuclééesmmptirent en érythrocyte en quelques jours dacsdalation (par perte
exosomale de matériel RNA, protéique, etc)

3 Les ISC, « irreversibly sickled cells », ne présanpas tous une morphologie falciforme (cf. Chap IV
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Figure 12 : Profil-type de distribution de densitédes

érythrocytes drépanocytaires
(Lew et Bookchin, 2005)

La fraction « ISC » présente, par définition, laacééristigue de ne pas reprendre une

forme discoide aprés ré-oxygénation, alors mémele@gipolyméres peuvent étre totalement

re-dissociés en monomeres solubles de HbS, cengligue des modifications (irréversibles)

du cytosquelette membranaire (pour référencefl.@fv and Bookchin 2005]).

A ces populations cellulaires, il faut ajouter :

des cellules contenant de I'hémoglobine F (non-caede pour la polymérisation),

« F-cells », majoritaires parmi les discocytes dsr(gt les réticulocytes),

une sous-population réecemment identifiee, DRC (kydeation Resistant Cells » ; 10-

60%, selon les patients, de la fraction « Iégemche

en réticulocytes), résistante a la

déshydration, qui est vraisemblablement le résditdfh sénescence d'ISC (et d’autres

érythrocytes drépanocytaires denses), par pernestimh aux cations, avec un gain

de Nd supérieur a la perte de’ Kentrainant un gonf

une réduction de densité.

lement osmotiquement obligé et
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Enfin, les sous-populations érythrocytaires peuvdiftérer considérablement en
termes de ( [Castro 1980; Lachant et coll. 1983 rt&ka et coll. 2000; Lew and Bookchin
2005; Amer et coll. 2006] ) :

- contenu en polyméres, organisation des polyméresphnlogie et déformabilité
(filtrabilité, viscosité),

- activité des transporteurs membranaires et composdnique,

- nombre de vésicules intracytosoliques et conterncatmium,

- contenu en HbS dénaturée et en corps de Heinz,

- métabolisme énergétique et réedox (ex : de 2,3-DESH et NADH))

- capacité d’adhérence a I'endothélium.

II-5 PATHOLOGIE VASCULAIRE ET ETIOLOGIE DE LA DREPANOCYTOSE

Hétérogénéité drépanocytaire :La drépanocytose est une maladie objectivement
« monogénique », résultant de la mutation ponauddl->Glu, en positiof3-6, définissant
ainsi un génotype «simple » (cf. sectiomlsl et 1I-2). Néanmoins, les patients
drépanocytaires présentent un tableau de var@alpiienotypique et clinique impressionnant,
et cela méme si I'on restreint I'analyse aux pdasielmomozygotes. Un exemple de cette
variabilité est issu de plusieurs études montrapetlg sévérité clinique varie trés notoirement,
entre des patients dont la concentration sanguinélllS est par ailleurs identique (pour
références, cf. [Vekilov 2007]). Alors que tous [egients présentent la méme mutation de
I'hémoglobine (c.a.ct,p), I'expression et la sévérité de cette maladiet sorémement
variables d'un patient a l'autre, allant de forng®ves et incapacitantes a des formes
bénignes, voire silencieuses [Redding-Lallinger Endll 2006 ; Kutlar 2007].

De plus, [I'hétérogénéité clinigue s'accompagne d’uforte hétérogénéité

cellulaire (cf. section précédente): chez un mégept, différents érythrocytes présentent
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des comportements trés différents, liés entre &utre taux de polymérisation différent, a un
nombre de domaines différents [Noguchi et coll.3L98/ickols et coll. 1985; Ballas et coll.
1988; Mickols et coll. 1988 ; Corbett et coll. 190%Enfin, la réponse thérapeutique, par
exemple a I'hydroxyurée, est, elle aussi, tresrbgéne [de Montalembert et coll. 1997 ;
Maier-Redelsperger et coll. 1998 ; Wang 2007; R2aas].

La notion de variabilité, percue depuis la fin é@mées 60 (au moins pour les aspects
érythrocytaires, cf. [Bertles and Milner 1968])t ppomue depuis les années 80l ne rentre
pas dans le cadre de ce travail de détailler tesis$pects liés a la variabilité drépanocytaire,
on peut schématiquement, subdiviser les patientdeert phénotypes cliniques, présentant
d’ailleurs un large degré de recouvrement (pouuesy cf. [Steinberg 2006; Kato et coll.
2007]):

() un phénotyperasoocclusif« vasooclusive-viscosity phenotype »), plutét dwnt et
plutbt associé aux altérations rhéologiques (micratatoires et/ou érythrocytaires),
et dont les manifestations cliniques sont préfég#ament les crises vasoocclusives,
I'ostéonécrose et le syndrome thoracique aigl (eachest syndrome »);

(i) un phénotype hémolytique lieé a Ila libération hémolytique intravasculaire
d’hémoglobine (« hemolytic phenotype ») et au désdidge qui en découle de la
balance NO° (oxyde nitrique, facteur endothéliadoralaxant et anti-inflammatoire),
et dont les manifestations cliniques marquantes Boypertension pulmonaire, le
priapisme, les ulcérations des jambes, et suriatarctus cérébral.

Le croisement de nombreux travaux expérimentawlimgues permet d’établir une
liste des facteurs de la variabilité interindivitleet clinique de la drépanocytose. Le tableau

1 reprend les principaux d’entre eux et renvoie r@fi&rences appropriées.
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Tableau 1. Les principaux facteurs responsables da variabilité drépanocytaire

Facteurs -événements | Observations | Références
Facteurs “érythrocytaires”
Fibres polymeéres de HbS, gel, domaines Forte pcésdans les cellules denses Vekilov, 2007 : Christov et al.,
(& présence dans les érythrocytes/versant| 2004 ; Poillon et al., 1998 ; Ballas
artériel) etal., 1988
@dlldenses plus nombreuses ; Lew et Bookchin, 2005

Fractions d’érythrocytes SS « denses » ; ISC
ISC pas directement corrélés a crise

Lew et Bookchin, 2005; Hebbel,

HoméostasiekN&a réduite
1991

Déséquilibres ionique et osmotique
(perte d’eau conséquente)

Obata et al., 2006; Christov et al
2004 ; Huang et al., 2003
Réduite/Amentée Huang et al., 2003
Lande et al., 1988
Aprelev et al., 2005

Variabilité morphologique et nombre de domaines @orrements différentiels

Déformabilité/Viscosité érythrocytaires

HbF inhibe la polymérisation, et réduit les crisgs

Présence (native) d’'HbF (et autres Hb non-
(mais trés variable !)

compétentes pour la polymérisation)
Dénaturation de HbS; statut rédox Associationradanbrane ; Hebbel, 1990
Stress oxydatif (fer compartimentalisé)
Rigidification membranaire/cytosquelette Hebbel, 1991

Altérations de la membrane et/ou
du cytosquelette érythrocytaire
Protéines membranaires

Peroxidation lipidique
Sites possibles de nuciéatiétérogene »
(ex : fragment N-terminal de AE1)
Facteurs “microcirculatoires”
n$itamicrocirculatoire (local) - Transit dans le  Obata et al., 2006; Steinberg,
versant veineux (systémique) 2005; Wun etal., 1997
Acidification polymérisation
Due a : Héaniat 1, ISC 1,
reticulocytest (<= anémie, ischémie)
Leucocytes? (inflammation)
ONconsommé par HbS intravasculaire
hémolytique

Aprelev et al., 2005
Hebbel, 1991

Dynamique du cycle d’oxygénation/désoxygénation

pH sanguin/local
Augmentation de la viscosité sanguine

Kaul et Liu, 1999
Hiruma et al., 1995

Kato et al., 2007 ; Wood et al.,
2006 ; Labie et Elion, 1998

Due a : Niveau de Np° Okpala et al., 2004
Hebbel et al., 2004

Activation leucocytaire/plaquettaire . i
Production d'espéces réactives de 'oxygeéne Labie et Elion, 1998
Hebbel et Vercelotti, 1997

Site erdliath// site leucocyte: Telen, 2007

- ICAM 1,2,3//CD11a (M,N,L) Okpala et al., 2004
Labie et Elion, 1998

- ICAM-1//CD11b (N, M, L) :
- ICAM-1, 2, 3//CD18 (N, M, L) Hebbel et Vercelotti, 1997
- CD31//CD31 (N, M)
-TSP, Collagéne//CD36 (M)
-GlyCAM-1;CD162//CD62L (N, M, L)
-CD62L (P,E,Lk)//CD162 (N, M)

Site endothélial // site cellule SS :

NO° et statut contractile de la microcirculatoire

Activation de I'endothélium

Adhésion des leucocytes a I'endothélium

Telen, 2007
Okpala et al., 2004 ;

Adhésion des cellules SS a I'endothélium

(ou sous-endothélium) -IntégrineaB.//VCAML1, fibronectine "
(avecExpression/exposition érythocytaire -CD 36// TSP ; CD 47//Intégoiss Hebbel et Vercelotti, 1997
de molécules d’adhesipn -Phosphatidyl-sérine//Intégrireps
Formation de complexes entre : Okpala et al., 2004

Interactions hétérotypiques
Embury et al., 2004

érythrocytes //leucocytes // plaquettes //
endothélium

Etatthrombogénique et pro-inflammatoirg Wood et al., 2006 ; Embury et al,

2004 ; Frenette, 2002

Activation plaquettaire et/ou de 'hémostase

Facteurs environnementaux
n Fiévre, exercice, altitude => déclenchement de
crises vasooclusives

Embury, 2004

Traitement (pharmacologique, ...) Ex : HbF induite fpaitement
Facteurs psycho-sociaux Prise en charge, soutmeitidh image de soi
Légende : SS, érythrocyte drépanocytaire (homorygolN, Neutrophile ; M, Monocyte ; L, LymphocyteGp, glycoprotein ; CD,
complement domain ; ICAM, intercellular adhesioanlecule ; GlyCAM, glycoprotein cell adhesion molecuPECAM-1 (CD31), platelet
endothelial cell adhesion molecule-1; PSGL-1 (CD16telet selectin glycoprotein ligand-1 ; VCAMaAlascular cell adhesion molecule-
1; BCAM, basal cell adhesion molecule (Lutherargam) ; TSP, Thrombospondin ; CD36 (Platelet Gp;IZD11a (intégrine alL) ; CD11b
(intégrine aM) ; CD18 (intégrine b2) ; CD36 (PlateGp IV) ; CD47 (Integrin associated protein) ; 62D (sélectine L) ; AE1, Anion

Exchanger.

Température corporelle/externe, activité, pressio
d’oxygéne ambiante
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Polymérisation de HbS et étiologie drépanocytairdne source additionnelle de confusion -
et de complexité- réside dans ce qui a pu étreeptéscomme un « dogme », a savoir que

I'étiologie drépanocytaire reposerait uniguememtigdséquence d’évenements suivants :

HbS => Désoxygénation de HbS => Polymérisationibtds => Déformation

erythrocytaire => Vasoocclusion => Troubles etgytdmes cliniques

Selon Embury, on peut attribuer la persistance deterchinisme supposé
[falciformation < crise drépanocytairggux observations initiales de J. Herrick, a salebir
présencede cellules « en faucilles » dans le sang drépdaioe (pour références, revue et
commentaire « historique », cf. [Embury 2004]). Noeprenons ici une citation extraite de
cette méme revie

La doctrine « polymérisation-occlusion » remonte a I'hypothése posée en 1910 par
Herrick, selon laquelle les symptémes de ce premier patient reconnu comme tel,
étaient dus a la forme « en faucille » des érythrocytes de celui-ci. Elle a été
canonisée en 1940 par Ham et Castle au travers de leur postulat de « cercle
vicieux de I’érythrostase », oU désoxygénation séquentielle, falciformation, et
rigidification des éryhtrocytes drépanocytaires, stase et acidification sanguines

microvasculaires, induisant une facliformation additionnelle et menant aux
épisodes, douloureux, vasooclusifs.

C’est a la fin des années 70 qu’'a émergé le fat lpecurence d’'une crise était en
réalité un phénomene non-déterministe et impréeisidbe gravité, durée, conséquences -et
sensibilité, extrémement variables. Des nombreaxatix, abordent cet apparent paradoxe

gue constitue la variabilité clinique drépanocwdace a la « simple » mutation HbA->HbS.

* Citation originale The polymerization-sickling doctrine began with th810 assumption by
Herrick that the symptoms of his first-reportedigait were due to the sickle-shaped erythrocytes in
the patient’s blood. It was canonized in the 19d8cdption by Ham and Castle of a “vicious cycle of
erythrostasis,” in which sequential deoxygenatisitkling, and rigidification of sickle red blood
cells, stasis of microvascular blood flow, acidifion of the blood, and additional sickling led to
painful microvascular occlusion.
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Dans son exhaustive revue de 1991, Hebbel ré-andlydacon critique les éléments
en faveur et en défaveur de la causalité « polyaton-vasooclusion », et il en identifie les
incomplétudes et interprétations excessives [Helil®€ll] ; en 2004, Embury reprend et
actualise en détail cette réflexion [Embury 20@8.qui ressort de ces analyses critiques tient
en termes généraux dans la proposition suivantelelel991] : la drépanocytose n’est pas
réduite a un tableau étio-pathologique unique. &g concerne la polymérisation de HbS
per se il n'est pas pertinent de lui attribuusles évenements vasooclusifs.

Il est vraisemblable que les relatifs échecs daasquéte d'un traitement
pharmacologique, efficace et toléré, soient enigaitis & la nature monofactorielle de
I'hypothése selon laquelle la réduction des polyaélHbSdevraitentrainer la réduction des
symptémes (par exemple, grace a I'HbF induite gdroxyurée ; cf. section suivante).

In fing, il apparait que la polymérisation de HbS -etgmséquences étio-pathologiques
sont amplement modulées par de multiples factelig/&ements interconnectés. Ceux-Ci
s’averent précisément étre, pour I'essentiel, lastelurs identifiés de la variabilité
drépanocytaire, et ils interviennent a tous leseaix (plusieurs de ces aspects sont
développés dans les chapitres Il et IV, consadeé@olymérisation et au modéle de double
nucléation qui est a la base de ce travail):

- moléculaire

0 concentration de HbS, température, pH
o0 présence de HbF et autres hémoglobines, hybridation
- cellulaire
o transport ionique, équilibre osmotique et dengiyghéocytaire
o type de sous-population érythrocytaire

0 métabolismes rédox et énergétique, 2,3-DPG, GSH
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o

nucléation membranaire, présence de polyméres mpaovedes cycles

circulatoires antécédents

- vasculaire et tissulaire

o

o

(0]

(0]

(0]

(0]

oxygénation tissulaire et cycle d’échange de I'®gy
interactions de I'érythrocyte et des leucocytescd\andothélium
débit sanguin et autres facteurs hémodynamiques
influences humorales et vaso-régulatoires

NO° (interactions avec I’lhémoglobine, ...)

Statut pro-inflammatoire et pro-hémostatique ded@hélium

- hématologique, individuel et environnemental

(0]

0]

(0]

HbF native, réponse au traitement
balance hydro-électrolytique

fievre, exercice physique.

En résumé, des facteurs pléiotropiques (c.a.dseffe€notypiques différentiels pour

un seul géne mute) et des facteurs épistatiquesl (taction d’autres genes que celui d@da

globine) interviennent dans I'étiologie drépanoogtgKaul et coll. 1996]. Et dans cette

optique, les polymorphismes associés aux €lémefus nctions modulateurs jouent trés

vraisemblablement un réle clef ; pour exemples[Bfousseau et coll. 2007; Hoppe et coll.

2007; Kutlar 2007]. Ceci place la pharmacogénomidaes le futur proche de la prise en

charge de la drépanocytose (par exemple, cf. [Malet2007])

Il reste que c’est bien 'anomalie moléculaire tiblqui constitue lgorimum movens

drépanocytaire ; autrement dit, seuls les sujaeisgmtant 'anomalie génétique présentent les

symptomes. Ce point est largement confirmé (/étpgé)Xe tres nombreuses études cliniques

(expérimentales) [Serjeant et coll. 1973; Hofriché¢ coll. 1974; Noguchi and Schechter
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1981; Nishio et coll. 1983; Embury 2004; Vekilov ®). Enfin, le développement,

relativement récent d'un modéle animal, en l'ocence de souris transgéniques
drépanocytaires (par ex. cf. [Rubin et coll. 19B8uzard 1996]), a permis de démontrer que
l'inhibition de la polymérisation réduit fortemelat fraction des cellules falciformes ainsi que

la sévérité des crises douloureuses (pour exeripl@awliuk et coll. 2001]).

II-6 TRAITEMENT DE LA DREPANOCYTOSE

Depuis sa caractérisation, la drépanocytose faljdt de nombreuses recherches
visant a en développer un traitement. Plusieurboaés de traitement ont été mises au point
et sont utilisées, mais aucune thérapeutique nerggarfaitement efficace, ni parfaitement
tolérée, ni universelle. Les principaux traitemeuti¢isés sont la transfusion sanguine, la
greffe de moelle osseuse, et les traitements pltalogiques.

La transfusion sanguine, pratiquée en chroniquerowigli, permet en général de
corriger I'anémie, de réduire le pourcentage ddulesl anormales (ainsi que la fraction
sanguine de HbS), d’améliorer I'oxygénation, et rdeluire les crises (vasoocclusives,
syndrome thoracique) et les douleurs [Riddingtod ¥Wang 2002; Redding-Lallinger and
Knoll 2006].

La greffe de moelle osseuse (ou « greffe » de lesllgouches hématopoiétiques)
présente un pourcentage d'efficacité supérieur0% 8 (pour références, cf. [Redding-
Lallinger and Knoll 2006]), mais elle ne peut étéalisée que dans un petit nombre de cas
(ex. entre jumeaux). Une alternative serait &@apie génique, qu’elle vise a la manipulation
directe du géne de I’hémoglobine ou le contrélsalsynthése (par exemple pour accroitre la
fraction d’hémoglobine non-pathogene type HbF [Efenette and Atweh 2007]), ou encore
gu’elle cherche a modifier le génome de cellulanditépoiétiques, avant leur transplantation.

Néanmoins, malgré des résultats positifs avec ledéhes de souris drépanocytaires (ex.
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exprimant HbS humaine ; cf. [Pawliuk et coll. 20&gul et coll. 2006]), la transposition a
’lhomme reste a réaliser [Sadelain et coll. 2004ést d’ailleurs a noter qu’a ce jour aucun
modeéle de souris transgénique de la drépanocyteseraproduit fidelement la pathologie
humaine.

Les traitements pharmacologiques sont les plguEmment appliqués, pour des
raisons « logistiques » en premier lieu. Choisisrsée patient (age, en particulier) et son
profil phénotypique et clinique, ils se subdivisent trois catégories principales, selon leur
objectif et/ou la cible thérapeutique [Steinber@@&0 comme suit :

1. Induction d’'HbF (hémoglobine non-polymérisante) :

o Hydroxyurée, HU ; si cette option thérapeutiquadepnte le traitement de
choix en premiére intention, pour les enfants stpatients homozygotes,
la tolérance a long terme reste a assurer [Melkmdi Bejaoui 2008]; NB :
il est admis aujourd’hui que HU exerce ses efféiséfiqgues au travers de
plusieurs mécanismes, en sus de l'induction de ldbRt la production de
NO°, une capacité antioxydante, et des effets aditésions cellulaires
[Haynes et coll. 2008],

o b5-Azacytidine ; décitibine -éventuellement utilisésn cas d'échec de

I'induction de HbF avec HU, [Steinberg 2006];

2. Modulation de la densité des érythrocytes inhibition de la déshydratation (cf.
également [Lew and Bookchin 2005]) :
o Inhibition du cotransport KCI~ (magnésium oral ; [De Franceschi et coll.
1997]), et/ou du canal Gardos (clotrimazole : [Merland Brugnara

2001]),
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o Inhibition de la perméabilité anionique ; Inhibitiaes flux induits par la

désoxygénation [Steinberg 2006];

3. Traitements visant la circulation et la microcircation :
o Anti-adhésions cellulaires (cf. [Telen 2007] ; vairssi Tableau 1),
o Thérapie(s) antioxydante et/ou anti-inflammatoité [Redding-Lallinger
and Knoll 2006]),

0 NO° et donneurs de NO° (cf. [Steinberg 2006]).

En résumé, les études moléculaires et cellulgmatant sur les inhibiteurs potentiels
des interactions intermoléculaires impliquées d#mspolymérisation de HbS, sur la
déshydratation des érythrocytes SS, et sur lesriptép différentielles des populations
cellulaires SS, ainsi que les recherches portantlesufacteurs tissulaires et circulatoires
contribuant a I'hnémolyse et/ou a I'obstruction wdage, ont fournit quantité d’éléments
assurant une compréhension accrue de la pathalogpanocytaire, sans toutefois mener a un

traitement pharmacologique « universellement todéfficace ».
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CHAPITRE I
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IlI-1. LA STRUCTURE SPATIALE DE L’'HEMOGLOBINE S

La résolution de la structure tridimensionnelle ldeméthémoglobine de cheval a
montré que la glutamine en positifgest située a la surface moléculaire. Cette observa
suggere que la substitution de la glutamine par walme a cette position n'a pas d'effet
significatif sur la conformation protéique ([Peruand Lehmann 1968]), et que les deux
tétrameres d’hémoglobine, HbA et HbS, possédentsttestures spatiales trés similaires.
Ceci est largement confirmé, a quelques exceppogss comme nous le détaillons ci-apres.

Les études comparatives des cristaux de désoxyHb$eedésoxyHbA, plus
précisément sur deux molécules d’hémoglobines emnacb dans le cristal, ont établi les
éléments suivants ([Padlan and Love 1985a; Padidiave 1985b]).

Pour la compréhension de cette organisation ma#&euposons les régles ci apres :
les huit sous-unités constituant les deux molécsibed respectivement notées; 11a,, 11,
1B, 201, 200, 21, 2B2 (le premier nombre désigne la molécule 1 ou theice désigne la
sous-unité 1ou 2).

* La maodification structurelle la plus importante ceme le déplacement, dans un
mouvement de bascule, des hélices A de deux deBeqgsaus-unitésf3 de la
désoxyHbS. Ce mouvement résulte du déplacementiddes carbones de la valine
N-terminale et du rétrécissement de la poche dsohadu 2,3-diphosphoglycérate
(« B-cleft »). Ce changement se produit dans les soiiésuB, et B,. La valine de
ces derniéres forme un contact intermoléculaire éa® hélices E et F des sous-unités
B de la molécule voisine (soif2et 13; respectivement)

* Un changement important de conformation est obsawéiveau de I'Asp-73 de la
sous-unité @;. Elle est plus intimement impliquée dans le canit@ermoléculaire que
Asp-73 de la sous unitéil Ce déplacement résulte probablement de I'étantiest

des contacts intermoléculaires dans le cristalsrntai’est pas le résultat direct de la
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substitution de la valinBs. Par ailleurs, la comparaison des structures dgs-snités
1B; et B, avec les mémes sous-unités de la désoxyHbA niredjEzps de différence.
Hormis la modification de la région de contact autde la valingBg, il 'y a pas ou

peu de modifications des coordonnées atomiques kst désoxyHbA et S.

La comparaison des propriétés fonctionnelles demobtobines S et A met en
évidence non seulement des affinités identiquesr p@y, mais également des effets
identiques du pH, du 2,3-diphosphoglycérate (DPGJueCQ sur I'affinité apparente pour
O: ([Allen and Wyman 1954; Bunn 1972; Rossi-Bernadcoll. 1975; Gill et coll. 1979]).
De plus, les cinétiques d’association et de dissiori des ligands ont été soigneusement
comparées et elles ne différent pas (cf. [Eaton Hoflichter 1990]). Enfin, les vitesses de
dissociation des tétrameres en dimeres sont sigslgiour les hémoglobines A et S ([Ip et
coll. 1976]).

Une différence est a noter néanmoins: la précipitatles complexes Lou CO de
I'HbS est beaucoup plus rapide que celle des complaomologues de I'HbA ([Asakura et

coll. 1973; Asakura et coll. 1974; Roth et coll759.

IlI-2. LES FORMES AGREGEES DE L’'HEMOGLOBINE S

L’hémoglobine S peut s’agréger en différentes farmeacroscopiques, cristal, gel,
fibres, domaines, fibres alignées (cf. [Eaton andtighter 1990]). Le gel est I'une des formes
pertinentes, d'un point de vue physiopathologiquar il présente les caractéristiques
structurelles du matériau qui se forme a I'intéridu globule rouge drépanocytaire. Il s’agit
d’'un matériau semi-solide et hautement visqueukerabpar désoxygénation d’'une solution
concentrée d’HbS pré-ligandée, ou en réchauffapetaoiution préalablement désoxygénée,

en I'absence d’agitation (Eaton and Hofrichter, @99
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Deux autres formes agrégées d’'HbS ont joué un mid@eur dans l'analyse et la
résolution de la structure tridimensionnelle desrefs. La premiere est le monocristal
tridimensionnel obtenu par refroidissement, a pahiguel la structure de I’'hémoglobine S a
été déterminée. La seconde est la « nappe de fibfesme para-cristalline (obtenue par
agitation des solutions d’HbS) qui a permis I'olbtem d'images en microscopie électronique

de haute résolution ([Pumphrey and Steinhardt 1976]

I1I-3. LES FIBRES D’HEMOGLOBINE S

Il est démontré que I'hnémoglobine S s’agrége poumér une variété de structures.
Malgré cette hétérogénéité apparente, une strugtohgmérique, prédominante, se forme
dans la cellule, dans le gel, et -au moins initredat, dans les solutions agitées. Il s’agit de la

fibre solide ([Edelstein 1983; Briehl et coll. 1920

[lI-3-A STRUCTURE DES FIBRES

La fibre « solide » peut étre décrite comme un éampént de plateaux identiques de
6,4 nm d’épaisseur, composés de 14 molécules de k&8 une rotation de 7° de chaque
disque relativement au plateau précédent. De segdeudo-elliptique, elle a un diameétre
moyen de 21 nm (a = 20 mm, b = 24 nm ; Eaton aofdidthter, 1990). La structure de base
de cette fibre, déterminée par microscopie élejten et reconstruction d'image est
constituée de 14 brins hélicoidaux de moléculeb8'Hsoit 4 brins internes, entourés par 10
brins externes [Dykes et coll. 1978; Dykes et ci#i79].

Les études sur fibres incomplétes (auxquelles nmemtgdes brins) montrent que la
fibre de référence (14 brins) est organisée enublds brins (Dykes et al., 1979), avec un
arrangement de molécules dans chaque double brilase a celui du cristal d’'HbS

([Wishner et coll. 1975; Mu et coll. 1998]). Lesaire doubles brins les plus externes ont une
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polarité opposée (en terme d’empilement) a celtetdis autres doubles brins ; a I'exception
du brin central, les six autres doubles brins sgntétriquement liés ([Cretegny and Edelstein

1993; Mirchev and Ferrone 1997]).

Figure 13 : Structure des fibres d’'HbS
(Dykes, Nature 1978; JMB 1979 ; Crepeau, PNAS 1981)

l1I-3-B. INTERACTIONS MOLECULAIRES DANS LES FIBRES

La fibre solide d’HbS présente une structure tngsilaire aux doubles brins de
désoxyhémoglobine S dans le monocristal (cf. Mualet 1998). Cette observation est
essentielle car elle précise les détails des ctiatermoléculaires, y compris le contact clef

impliquant la valine36. Or, celui-ci est supposé étre quelque peu difféde celui existant
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dans la fibre a 14 brins (Eaton and Hofrichter, @99l existe trois types de contacts
moléculaires dans le cristal de désoxyHbS :

- les contactsixiauxentre tétrameres d’'un méme brin ;

- les contactfatérauxentre deux brinslu méme double brin ;

- les contact$atéraux entre doubles brinau sein de la fibre ; ceux-ci se subdivisent en

contacts entre doubles brins (i) paralléles egfitj-paralléles.

Les interactions sont principalement du type vanWaal’s, avec un petit nombre de
liaisons hydrogéne, ou ioniques ([Padlan and L®&54; Padlan and Love 1985b]).

Les modéles de doubles brins hélicoidaux sont nogtsst par transformation
géométrique du double brin de cristal en double loke fibre ([Mu et coll. 1998]). lIs
montrent que dans le contaotial au sein d’'un brin: le coude GH de la sous-unitét les
résidus des hélices A et G, ainsi que le coude &k dous-unit@; d’'une molécule, forment
un contact avec le coude GH de la sous-unitét I'hélice G et le coude GH de la sous-unité
B2 de la molécule adjacente (cf. [Mu et coll. 1998]).

En ce qui concerne les deaantacts latéraux entre deux brjnhélice A de la sous-
unité (3 de I'un des brins forme un contact avec les héliees F et le coude EF, et I'heme.
Dans les contacts latéraux, les résidus de I'hélicet le coude GH de la sous-united®nt
parfois impliqués. De plus, dans le contact latéfa/113, la valine 36 de la 2finteragit
principalement avec Ala70, Phe85 de la sous uré Alors que dans le contact latéral
1% /2[4, la valine 36 interagit principalement avec Alat@u 88, et Asp73. L'interaction
avec le carboxylate, négativement chargé, d’Asgstantéressante car, dans I’hémoglobine
A, ce contact latéral potentiel est supposé étetabddisé par la répulsion électrostatique du

carboxylate de I'acide glutamique 36 (Eaton andrieiofer, 1990).
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Enfin, les études de copolymérisation suggérentlgsie€ontacts entre doubles brins
sont substantiellement différents de ceux du dri€tas études ont montré que parmi les huit
mutants de la chainequi affectent la polymérisation, seuls trois priéent un effet ihibiteur
sur des sites de contact inter-doubles brins dargistal. De plus, les trois mutants de la
chaine B sur les sites qui participent aux contadesr-doubles brins (dans le cristal)
n'affectent pas la polymérisation ([Himanen et cdl996; Rao et coll. 2000; Li et coll.

2002]).

Figure 14 : Interaction impliquant la valine p6 dans les fibres d’'HbS
(Wishner, 1975)
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I11-4. PROCESSUS DE FORMATION DES FIBRES DE HbS : A POLYMERISATION

La polymérisation de HbS est sans doute le mieurpes des processus d’auto-
assemblage protéique. D’'un point de vue biochimituepolymérisation est « simple »,
impliquant I'agrégation réversible de moléculesétttoglobine. Mais de nombreux facteurs,
physico-chimiques et physiologiques, tels que laceatration en HbS, la température, le
degré et la dynamique d’oxygénation/désoxygénabona présence d’autres hémoglobines,
favorisent ou entravent, ce processbss elementmfluencent la thermodynamique et/ou la
cinétique de polymérisation. De plus, ces factetesagissent et font de la polymérisation de
HbS un processus d’autant plus complexe.

Nota bene dans le contexte de la thermodynamique de knpélisation de HbS, les

hétérotétraméres d’hémoglobine (64 kDa) sont cénéglcomme les « monomeres ».

[1-4-A. THERMODYNAMIQUE DE LA POLYMERISATION BIES

La polymérisation des protéines, également appelgélation », est un processus
physicochimique, fondé sur des interactions noretEntes régies par des facteurs d’ordre
cinétique (cf. ci dessous) et thermodynamique.

Au premier ordre, la description thermodynamiquegeli de HbS stipule qu’il est
constitué de deux composants, I'hnémoglobine eblleast ('eau), et que la phapelymerese
comporte comme un cristal en équilibre avec plsadation des monomeres. Ci-apres, nous
présentons successivement la notion de non-idéisesolutions aqueuses (y compris des
solutions protéiques), la notion de ccefficient thar, la définition et les caractéristiques de

la solubilité de HbS, et enfin I'application de ¢esgtions aux solutions d’hémoglobine.

50



1. Non-idéalite des solutionsDe facon générale, chaque particule en solutioreasp est
solvatée par des molécules d’eau. En effet, la cotdéd’H,O, bien que globalement neutre,
est polarisée : la distribution électronique efietque I'atome d’oxygéne porte une charge
partielle négative, tandis que les deux atomesditthgene portent chacun une charge partielle
positive. Ainsi, I'eau est-elle en mesure de s@wdes cations comme les anions, mais
également les macromolécules telles que les pestéfgui présentent a leur surface une
population importante de résidus amino-acides &@sjrg

Dans le cas «simple », d’'une solution d’ions mooiwgques, ceux-ci se trouvent
isolés les uns des autres et leur comportemenh@spendant de leur source (par exemple,
Iion CI" a un comportement propre, qu’il provienne de diggm de NaCl ou de HCI).

En conséquent, il faut distinguer deux situations :

- dans le cas d’'une solution trés diluée, il existiisamment de molécules d’eau pour
entourer complétement chaque ion. Il y a solvatatompléte. La concentration
d’'ions est faible, la distance entre un ion donmés@n plus proche voisin est
relativement grande. Chaque ion peut étre consic#rdme une entité séparée, qui se
comporte indépendamment des ions présents. Orudiiegcomportement egtéal
(une situation, hypothétique, analogue est dépote les gaz dans la théorie des gaz
parfaits)

- alinverse, en solution concentrée :

() le nombre de molécules d'eau est insuffisant palvaser completement
chaque ion. Un ion ne peut plus étre complétensaié ide ses voisins ;

(i)  Les ions sont plus nombreux, donc plus prochesutes des autres, et des
forces d'attraction (répulsion) s’exercent entre iens de charges opposées
(identiques). Le comportement individuel de chagre est influencé par la

présence des autres. Un ion de charge donnée testréem’'une atmosphere
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ioniqgue de charge opposée et cet arrangement édyln@miquement. Les
propriétés de ces solutions sont modifiées avecolaentration. On dit le

comportement de ces solutions msh-idéal

Dans le cadre des solutions ioniques aqueusescerées » (> 0,1 MPDebye et
Huckel ont développé, au début du siécle dernier, unerithéhysico-chimique intégrant
I'influence de la distance moyenne entre les paldgi et celle de leur charge individuelle,

menant a la notion dttivité

2. L'activité et le coefficient d’activité :Les solutions ioniques, comme les solutions
protéigues sont affectées par le degré de noniiééaés diverses mesures faites sur celles-ci,
telles que la détermination de l'osmolalité, ou deeefficients de diffusion, sont tres
différentes de celle attenduaspriori, c’est-a-dire dans I'hypothésdéale Ainsi, en tout
particulier, les solutions protéiques se comporédiss comme si leur concentration était
différente de la concentration nominale. La conediuin effective qui en découle, ou
« concentration efficace », est appetitivité et notée «a ». Il s’agit d’'une grandeur de
comportement qui prend en compte les interactiorieedes différents constituants d’'une
solution. L'activité « a » d’'un composé X est reli& sa concentration « C » par la relaten

=y. C, ouy, le coefficient d’activité est un terme positif.

3. Solubilité de HbS :Les expériences de sédimentation ont révélé I'dee
caractéristiques principales des solutions d’héptuige S. Deux types d’expériences ont été
utilisés. Le premier consiste a centrifuger un deldésoxy-HbS a grande vitesse, causant
ainsi la sédimentation des polyméres en un ag@mapact, et a séparer ensuite I'agrégat de

la solution ([Allison 1957; Bertles et coll. 197®pfrichter et coll. 1976; Magdoff-Fairchild
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et coll. 1976]). Ces expériences ont pour but dmiddes caractéristiques de I'équilibre entre
la phase solution et la phase solide (polymeregp tésultats de ces mesures de la
concentration totale d’HbS montrent que la conegioin de 'hémoglobine du surnageant a
I'équilibre définit la solubilité.

Le fait que la solubilité soit la concentrationalet étaye la pertinence du modéle a
deux composants : la polymérisation dépend du égqullibre entre cristal et solution de
monomeres. Pour qu’'une certaine quantité de polspéiusse-t-elle minime, puisse se
former, la phase solution doit étre saturée avecnienomeres, point au-dela duquel tout
monomere de désoxy-HbS additionnel entre dansdagppolymere. A ce propos, il faut noter
gue, méme a haute vitesse de sédimentation, lesr@sede solubilité manquent de précision,
car une fraction significative du volume de I'agae@st occupée par la phase solution. Par
ailleurs, les mesures de solubilité —et de conagotr d’'HbS dans le polymeére, sont
également entachées d’'un imprécision liée au voldieau contenu dans les anfractuosités
du polyméres : ce volume d’eau interne au polymiascesible aux monomeres libres de
HbS en solution, est appelé « Polymer Water Comyaant » (PWC), et il en représente 60%
v/w (ml/g; cf.[Lew and Bookchin 1991] [Bookchin et coll. 19%pokchin et coll. 1999]

Un deuxieéme type d’expérience de sédimentatiété anis au point (Briehl et Ewert,
1973; Briehl, 1978). Elle consiste a réaliser unentidfugation a grande vitesse,
immédiatement suivie d’'une centrifugation a faiblesse, cette seconde phase permettant
aux monomeres libres « autour » de I'agrégat degtif. Ceci se traduirait par une meilleure
séparation des phases solides et liquides.

La solubilité, d’'un point de vue thermodynamiqueprésente un facteur clé dans le
processus de polymérisation, d’'une part elle neeni@gpas de la concentration totale, mais

d’autre part dépend de la température (Ross antbhlii977). Elle conditionne I'étendue -
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ou plus précisément la limite - du processus dgnpétisation, et elle a permis de mettre en

place une définition du coefficient d’activité dwnomere d’HbS en phaselution

4. Solutions d’hémoglobines et encombrement moléid : Les différents aspects évoqués
ci-dessus, s’appliquent aux solutions d’hémoglobgeteils sont tous liés au concept
d’encombrement macromoléculaire (« macromoleculavding »).

De facon générale, les « solutions » protéiquesepitént un comportement largement
non-idéa) avec des particularités liées aux protéinesletianature [Hall and Minton 2002;
Hall and Minton 2004; Minton 2006 ] :

- les protéines sont hautement concentrées dansieironnement physiologique ;
dans I'érythrocyte, la concentration d’hémoglobes 4-6 mM en moyenne (soit 270-400
g/l) ;

- la taille des protéines est tres significativetrmipérieure a celle du solvant (I'eau),
de sorte que leur volume propre ne peut étre ngglitnémoglobine est approximativement
70 fois plus grande (linéairement) que la molédi#au (env. 1 vs 55 A), ce qui se traduit par
un volume de l'ordre de 125 000° Aun érythrocyte-type contient approximativemen® 30
millions de molécules d’hémoglobine (5 mM Hb, MCVnean corpuscular volume » 90 fl) ;

L’'une des conséquences de ces deux aspects ekt disgance moyenne entre deux
molécules d’hémoglobinia situ est de I'ordre de la taille de celles-ci (env 60 A

Comme nous l'avons rappelé plus haut, I'hnémoglahlitteA ou HbS, est une protéine
dont les dimensions moléculaires sont trés largérsapérieures a celle de son solvant
biologique (approx. 65 x 50 x 55 A). La taille deslécules et les volumes qu’elles occupent

en solution exercent une influence marquée suptession analytique et donc sur la valeur

54



numérique des coefficients d’activité. En pratigieecoefficient d’activité de 'hnémoglobine
(HbS, HbA, HbF,...) augmente ad" & la solubilité (soit 2,5 mM) & prés de 200 !

Les conséquences de I'encombrement macromolécutamtel’'objet de nombreuses
études expérimentales et théoriques. Ainsi, larteédu « macromoluecular crowding »
permet de traduire I'effet du volume des macromaks sur les coefficients d’activiteia le
volume exclu («excluded volume non-ideality ») lat fraction du volume de solution
effectivement occupé par ces macromolécules (plogrge détails, voir la sectidrésultats
A cet égard, nous exploiterons dans notre travaikdhéories « complémentaires », la SPT et
la CPT ([Ross and Minton 1977; Ross et coll. 19G8itman et coll. 1995] ; pour revue
récente, cf . [Minton 2005; Minton 2006]).

La théorieSPT (« Scaled Particle Theory ») traite les (macro)érules telles que Hb
comme des particules solides (« hard spheres s}jnterpénétrables et non-interagissantes
donc au potentiel d’interaction nul. Traitant aemrer ordre le solvant comme oantinuum
la SPT a été proposée par Ross et Minton pourlealas variations de solubilité de HbS en
fonction de protéines « inertes » additionnelleSM, Minton’s ou Mean-field —SPT ; [Ross
and Minton 1977; Guttman et coll. 1995]).

La théorieCPT (« Convex Particle Theory »), est applicablpriori a toute forme de
particule, pour autant qu’elle soit convexe. Cefpproche permet de calculer le coefficient
d’activité de chaque partenaire macromoléculaireaution, au travers du volume qui lui est

effectivement disponible) [Minton 1998; Hall and mibn 2003 ]._L'utilisation de la théorie

« CPT » a la description détaillée et dynamiquelad@mon-idéalité des solutions de HbS

polymérisante (monomeéres + fibres) constitue I'es dspects originaux et apports notoires

de notre travail

! Autrement dit, Hb se comporte a la solubilité consinga concentration était 4 fois supérieure aatzuv réelle £2,5 mM)
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[lI-4-B. FACTEURS « MODULATEURS » DE LA POLYMERIEMN DE HbS

Comme nous l'avons déja précisé, de nombreux fectauysico-chimiques modulent
la polymérisation de HbS (cf. Eaton et Hofricht#890). Parmi les plus déterminants se

trouvent :

la concentration de I'HbS,

la température et le pH de la solution,

les modulateurs allostériques de I'équilibre R-Ttémameére d’hémoglobifgtels que

I'oxygéne et le diphosphoglycérate (2,3-DPG).

Enfin, la présence d’autres hémoglobines (non-Hh&Jifie notoirement la polymérisation.

Il a méme été évoqué la possibilité que l'urée fuoole dénaturante des protéines) puisse
influencer la polymérisation d’HbS ([Allison 195Fjbaum and Herskovits 1974; Ross and
Minton 1977]) : les résultats expérimentaux indigfuene certaine dépendance a I'urée, mais

elle est négligeable.

1. Oxygénation/désoxygénation de HbSL'oxygeéne représente la variable
physiologique a laquelle la polymérisation de HisEla plus sensible, la raison en étant que
« seule » la conformation TTénse totalement désoxygénée) s’avere compétente our |
polymérisation (voir également la sous-section aorée au 2,3-DPG). Rappelons que les
ligands de Hb/HbS, peuvent s’y substituer, telslguaonoxyde de carbone, CO.

Il a été observé expérimentalement que la fractlenpolyméres formés diminue
sensiblement avec 'augmentation du pourcentagatlgation en oxygene ([Noguchi et coll.
1980]). Les données de solubilité a différentesiratibns d’oxygene montrent qu'a haute

saturation en oxygéne (supérieure a 20%), la dakiaugmente fortement pour atteindre 0,4

2 (dont le pH fait partie)
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glcnt & 90% de saturation ([Rossi et coll. 1975; Sureskincoll. 1982]). La solubilité des
solutions saturées de carbomonoxyhémoglobine S (idhgr CO) est supérieure a 0,5 gicm
([Briehl and Ewert 1974] ; pour revue cf. EatorHetfrichter, 1990).

L’équation phénoménologique, construite a partir s sources expérimentales,
reliant la solubilité a la fraction de saturatiom ld solution en oxygéne, et a la température,

est la suivante :

C.(g/cm®) = 0.321-0.00883F +0.000129 2 + 0.0924y, + 0.0980y> + 0.235y">  (éq. llI-1)

ou y.est la fraction de saturation de la phase solugiobroxygene, et od représente la

température en °C (Eaton and Hofrichter, 1990).

Les courbes d’affinité a 'oxygéne des solutionsllnS et d’'HbA, ont été comparées.
A faibles concentrations en hémoglobinées résultats obtenus avec HbS et HbA sont
identiques ([Gill et coll. 1979]). Pour les solut®a fortes concentrations en hémoglobine (5-
7 mM) et saturées en oxygene —ou aucun polymerpene se former - les courbes sont
également identiques ([Gill et coll. 1979; Pumphetycoll. 1979]). Ces résultats montrent

gue la phase solution du gel de HbS présente dimté@inormale a I'oxygeneQu’en est-il

des courbes d’affinité a I'oxygéne de la solutidnda polymére de HbS ? Le polymeére
présente une plus faible affinité a I'oxygéene ges molécules d’'HbS en phase solution.

Contrairement a la phase solution, le polymeérel'tirygéne de maniére non coopérative

jusqu’a une saturation d’environ 14% en oxygenatdh and Hofrichter 1990; Abdu et coll.
2008]).
L’analyse des différentes données expérimentaleduiba un modéle a deux phases,

dans lequel le gel consiste en une phsmation contenant des monomeéres d’hémoglobine S

% inférieures a la solubilité pour éviter la polymisation d’'HbS
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avec une affinité normale a l'oxygene et une phaslgmeéreavec une affinité plus faible,
avec une concentration totale d’hémoglobine dangdymeére constante de 0,69gfcm
([Sunshine et coll. 1979]).

Une étude moléculaire a apporté une réponse pégispra la sensibilité du processus
de polymérisation a I'oxygene en se basant sudifé&rents ligands d’hémoglobine présents
en solution. En 1965, Monod et coll., se sont gggés a la transition conformationnelle de
l'état T (Tense désoxygéné ) a l'état RRélaxeqd oxygéné), etvice-versa du tétramere
d’hémoglobine. lls ont ainsi développé un modéle «allostérique » pour décrire ces
transitions. Dans ce modéele, la forme T est la éo@anfaible affinité pour I'oxygéne, et la
forme R celle a forte affinité. Lors de la trarsitiT— R (ou R-T), des formes intermédiaires
apparaissent, « partiellement ligandés » ([Monocb#t 1965; Marden et coll. 1988; Marden
et coll. 1998]). La figure 15 représente le passdgéa forme R (a gauche) a la forme T (a
droite). NB: cette illustration, tres schématiquegglige entre autre les formes

"intermédiaires” de type "R non ligandées" (sanggere) aussi bien que les formes "T

ligandées".
Formes a _
Forme a affinite _meela_ |
haute affinité intermédiaire faible affinite

EE _ , EFF .08 ,00 ., 00
PpE 08 08 o8 OO0

Figure 15 : Schémas de passage de 'hémoglobine de
la forme R alaforme T
(http://www.webbioch.net )

58



Un modéle conceptuel simple de I'effet de I'oxygésue la polymérisation, se fonde
sur le modele allostérique de Monod, Wyman et Chargen relation avec les données
expérimentales ([Sunshine et coll. 1982]). Ce nmmdekplique la sensibilité de la
polymérisation a I'oxygene par le fait que les noalés en conformation R ne peuvent
polymériser. Par contre, toutes les molécules ttl'@, indépendamment du nombre de
molécules d’oxygéne liées, polymérisent avec la m@robabilité ([Sunshine et coll. 1982] ;

voir également [Eaton and Hofrichter 1990]).

2. Concentration de HbS et températur@elon les études expérimentales sur la formation d
gel d’'HbS, le gel se forme en chauffant une sofutibHbS liquide a une concentration
appropriée. Ceci illustre la dépendance du proseski polymérisation vis-a-vis de la
concentration et de la température (Eaton et Hukig 1990). La dépendance vis a vis de la
concentration se manifeste au travers de l'actiatési que nous l'avons évoqué dans la
section précédente -et que nous le développerahatidong du chapit@ésultats

Les expériences de sédimentation ont montré qupudatité de polyméres formée
croit avec la concentration d’'HbS ([Corbett et cb895]).

La dépendance entre polymérisation de HbS et lpdesture se manifeste au travers
de la relation solubilité/température ([Ross et.cd®77; Ross et coll. 1978]). Par ailleurs, les
données thermodynamiques montrent que I'énergre libe au processus est relativement
constante, diminuant seulement de 0,6 kcal/moledjla température augmente de 15°C a
45°C. Néanmoins, il existe une forte diminution Benthalpie et de I'entropie (7-11
kcal/mole), résultant de la réduction de capaalérdique accompagnant la polymérisation.
Le changement négatif d’enthalpie et d’entropieJeethangement négatif de la capacité
calorifique, lors de la formation des polymeérestsies caractéristiques de I'agrégation des

protéines induite par les interactions hydrophof)Ress and Subramanian 1981; Baldwin
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1986 ; Spolar et coll. 1989]). Cette observatiodigune que les contacts intermoléculaires
dans les polyméres sont composés majoritairemeiteractions dites « faibles », de type
liaisons de Van der Waals, plutét que de liaisopdrdgenes oua fortiori d’interactions

ioniques. Les données structurelles vont dansre de cette interprétation : dans le cristal de
désoxyhémoglobine S, ou les contdatgral etaxial dans le double brin sont tres similaire a
ceux présents dans le polymeére, les interacticiesnmoléculaire sont principalement du type

Van der Waalg[Padlan and Love 1985b] ;[Mu et coll. 1998]).

3. Effets du pH.L’effet du pH sur la polymérisation d’HbS s’exerag travers de son effet
sur la solubilité. Les premiéres expérimentatiomg montré que, dans les conditions
physiologiques ou proches (pH 6,9-7,2), la dépecelate |la solubilité vis-a-vis du pH est
guasi-linéaire ([Hofrichter et coll. 1976 ; Rosdavlinton 1977; Ross et coll. 1977; Poillon
and Kim 1990]). En ce qui concerne les pHs non-plygiques, (i) dans la gamme 6,0-6,8,
la solubilité de HbS ne dépend du pH, par confijea(ix pHs supérieurs a 7,3 une nette
augmentation de la solubilité est observée, aindirg réduction de la nucléation ([Poillon
and Kim 1990 ; Manno et coll. 2004] ; taucléationsera présentée en détail dans le chapitre
suivant). Ceci refléte le changement rapide déhbxrge nette de la molécule de désoxy-HbS
dd a la titration progressive des chathesidine latéralesParmi les dix résiduiistidine de

la chainea et les neuf résidus analogues de la chfiime I'HbS, un total de dix résidus
intervient dans les contacts intermoléculaires dlymere. Il apparait que la plupart des
groupement imidazoles des histidines individuelesamencent a se déprotoner a un pH >
7,0, déstabilisant le polymére et inhibant aingiddymérisation ([Manno et coll. 2004]). Ces
derniers auteurs attribuent les modifications itetua pH > 7,2 a la forte perturbation des

configurations de I'« hydratation hydrophobe » @eganisation des molécules d’eau autour
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des résidus hydrophobes, tels que la valine),lénargie libre liée aux charges électriques

impliquées ([Manno et coll. 2004]).

4. Effets du DPGLe 2,3-diphosphoglycérate (2,3-DPG) facilite ldypeérisation de I'HbS,
un effet qui s’exerceia la solubilité ([Poillon and Kim 1990; Garel et tdl994; Xu et coll.
1999]). La base moléculaire de cet effet est |dadd&ment de I'équilibre allostérique depuis
la structure quaternaire oxygénée (c.a.d confoonai R » des sous-unitéset 3) vers la
forme désoxygenée « T ». Cette transition se progand le 2,3-DPG se lie a la fentef3
cleft ») qui existe, au niveau du tétramere, er&® chainespf. La modification de
conformation se traduit par un rapprochement@@ nm entre les hélices A de la chafine
Ceci facilite la polymérisation en altérant la disjpion spatiale des deux résidus valiee de
sorte que le contact intermoléculaire crucial (geetatéral) de « 1 Val @, » avec « 2 Phe
853, » soit renforcé, stabilisant ainsi le polyméreo{[len and Kim 1990] ; cf. également

[Mirchev and Ferrone 1997; Mu et coll. 1998 ; Fag@004 ]).

[lI-4-C EFFET DES AUTRES HEMOGLOBINES

La fraction d’hémoglobine S dans les globules reugwie considérablement entre les
différentes formes hétérozygotes et homozygotesituation la plus commune concernant le
trait drépanocytaire est I'état hétérozygote batans lequel il y a 30-40% d’hémoglobine S
et 60-70% d’hémoglobine A ([Wells and Itano 195XijtBnham 1977; Huisman 1977;
Serjeant 1985]). Une rare, mais importante, comaitiomozygote est |'état pathogene avec
une persistance de I'hémoglobine fcetale, dans ldegiglobules rouges contiennent 20-35%
d’hémoglobine F et 65-80% d’hémoglobine S ([Weahemnd Clegg 1972; Serjeant 1985]).,
pour atténuer les symptdmes drépanocytaires, I'deg pistes thérapeutiques actuelles

consiste précisément en I'élévation du taux dentbglobine fcetale. En effet, celle-ci inhibe

61



la polymérisation ([Ma et coll. 2007; Mellouli arBejaoui 2008; Haynes et coll. 2008]).
L’hémoglobine A possede également cette propriété, mais HbF pgegseneffet inhibiteur
nettement plus élevé que HpfPoillon et coll. 1993])
De fait, ces hémoglobines « non-HbS » affectenpdlymérisation d’'HbS de trois
manieres :
0] en augmentant les coefficients d'activité (« nogalité due au volume
exclus », cf. section IlI-4-A),

(i) en co-polymérisant,

(i)  en formant des hybrides (exemple avec HtﬁéﬂA'Bs), qui peuvent agir

selon le premier et/ou le second mécanisme(s).

Le coefficient d’activité -qui dépend de la concatibn d’hémoglobine, dérive des
données de sédimentation et de pression osmotifu¢Ross et coll. 1978 ; Eaton and
Hofrichter 1990]). La formation des hybrides peuteéobtenue en mélangeant les
hémoglobines, en I'absence de I'oxygéne. Cependamtléterminations de I'ampleur de la
co-polymérisation ont mené a des résultats comti@ides, en particulier pour 'HbF. Les
mesures de concentrations d’'HbF dans I'agrégateg¢apentrifugation du gel) ont mené
Bertles et coll 1968. a conclure que I'HbF ne cosperise pas avec I'HbS ([Bertles and
Milner 1968]). En adéquation avec les résultatsBebe et Englander qui ont analysés le
surnageant ([Behe and Englander 1979]). A l'inve@eldberg et coll. mettent en évidence
une co-polymérisation d’HbS et HbF sous des camustid’hybridation et de non-hybridation
([Goldberg et coll. 1977]). Finalement, l'analyse da solubilit¢ totale de mélanges
d’hémoglobines, ainsi que des considérations thges, ménent a la conclusion que seules
les molécules de désoxy-HbS polymérisent dans &danges avec I'HbF ([Sunshine et coll.

1979; Benedict et coll. 1981; Sunshine et coll.Z3aton and Hofrichter 1990]).
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CHAPITRE IV

Rationnel et objectif :

Modélisation de la polymérisation de HbS

IV-1 CINETIQUE DE POLYMERISATION DE L'HEMOGLOBINE S

IV-2 DETECTION EXPERIMENTALE DE LA FORMATION DES POLYMERES
IV-3 LE MODELE DE DOUBLE NUCLEATION

IV-4 APPROCHE CONCEPTUELLE ET BUT DE L'ETUDE

IV-5 REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
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IV-1. CINETIQUE DE POLYMERISATION DE L’'HEMOGLOBINE S

Les études expérimentales de la polymérisation 8&,Hen tant que processus
dynamique ont joué un double rdle. D’'une part,setfat permis de savoir quels parametres
physico-chimiques et physiologiques influencenptecessus de polymérisation (cf. Chap.
ll). D’autre part, elles étayent la compréhensdmla physiopathologie drépanocytaire, et
conduisent a des hypothéses pharmaco-thérapeutigueShap. Il ; [Eaton and Hofrichter
1987 ; Eaton and Hofrichter 1990; Frenette and At2@07 ]).

Expérimentalement, la caractéristique principaleladelynamique de formation des
polyméres est le temps de latence<«odelay time »Celui-ci représente la période durant
laquelle aucune agrégation, aucun polymére n'estldBle quelle que soit la méthode de
détection utilisée. Au-dela de ce temps caracigust les polyméres se développent a la fois
de facon extrémement rapide ET autocatalytique f(jetder et coll. 1974 ; Moffat and
Gibson 1974 ; Malfa and Steinhardt 1974]). Le tempdatence constitue non seulement une
information fondamentale sur la polymérisation deSH mais, aussi et surtout, il est
l'indicateur cinétique le plus « accessible » -c& en fait la donnée expérimentale la plus
étudiée et exploitée. En particulier, le modeléahde double nucléation, qui est & la base de
ce travail (et décrit en détail dans la section3)Va été validé et utilisé uniguement dans sa
version linéaireyia le temps de latence (ou des variables expérimentali en dépendent ;
[Bishop and Ferrone 1984; Ferrone et coll. 198%ardhe et coll. 1985b; Cao and Ferrone
1996; Cao and Ferrone 1997; Li et coll. 2002; Fegret coll. 2002; Rotter et coll. 2005b;

Rotter et coll. 2005a])

IV-2 DETECTION EXPERIMENTALE DE LA FORMATION DES POLYMERES

La formation des polyméres de HbS peut étre dédquaé une variété de techniques

expérimentales, incluant les mesures :
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- de biréfringence linéaire ([Hofrichter et coll. @ Hofrichter et coll. 1976]),

- de dichroisme circulaire ([Li et coll. 2002]),

- de turbidité ([Hofrichter et coll. 1976 ; Ferroneo®ll. 1985a] ; [Sunshine et coll.
1979] ; [Moffat and Gibson 1974] ; [Wenger and &akzak 1984]),

- de diffusion de la lumiére ([Nishio et coll. 198BPumphrey and Steinhardt 1976;
Madonia et coll. 1983] ),

- de viscosité ([Behe and Englander 1979] ; [Wenger Balcerzak 1984] ; [Malfa
and Steinhardt 1974]),

- de microcalorimétrie ([Malfa and Steinhardt 197#ofrichter et coll. 1974]),

Citons aussi les méthodes d’'imagerie par résonaragnétique ([Noguchi et coll.
1980; Rao et coll. 2000]), et par résonance paragtagie électronique ([Thiyagarajan and
Johnson 1983; Morse and Warth 1990]).

Le signal expérimental fourni par ces différenteshhiques esproportionnel a la
guantité de monomeéres polymérisés. De ce fait, Heraheur obtient des courbes de
polymérisation isomorphes : une phase précoceengpsd de latence - ou aucun signal
expérimental n'est détecté - une phase de croigsarexponentielle » correspondant a la
croissance rapide et auto-catalytique des polyrmetraseur croissance.

A l'inverse, le processus de dépolymérisation (&inge») est rapide et se développe
sans retard. Ceci a été mis en évidence dans gésences de réduction de température d’'un
gel préformé d’'HbS ([Moffat and Gibson 1974; Pemtans et coll. 1986; Agarwal et coll.
2002] ; cf. également [Turner et coll. 2006] etueyEaton and Hofrichter 1990]).

Globalement, I'aspect le plus frappant de ces pimémes est que le temps de latence
est extrémement sensible aux conditions expérifentat tout particulierement a la

concentration d’'HbS. En effet, le temps de latesiagére inversement proportionnel a la 30-
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a 50™ puissance de la concentration initiale d’'HbS (fi¢bter et coll. 1974; Hofrichter et
coll. 1976; Sunshine et coll. 1979]). Autrement gitus la concentration est élevée plus le
temps de latence est réduit. C'est la plus fortpeddance connue, vis-a-vis de la
concentration, pour un processus en solution. eurs, le temps de latence est directement
proportionnel a la solubilité, élevée a une puissate I'ordre de=40 , indépendamment de la
meéthode utilisée pour moduler la-dite solubilitéidfrichter et coll. 1976; Noguchi and
Schechter 1985]).
Une formulation empirique du temps de laterdg» (exprimé en 9) a été tirée de

ces résultats :

Loy (6 IV-1)
td Cs

ou, G est la concentration totale en HbS avant prétipita C; est la solubilité de HbS a
I'équilibre (déterminée aprés que le processuspdéecipitation soit achevé)k et n sont des
constantes, k valant environ 1@t n variant entre 30 et 50. Une analyse, informéaéat t
détaillée, du lien phénoménologique existant erttemps de latence », « concentration
initiale » et « solubilité » est présentée dansehae de Eaton et Hofrichter ([Eaton and
Hofrichter 1990]).

Essentiellement, deux techniques ont été utilipées déterminer le temps de latence.
La premiere est une technique classique en cireggaymatique rapide, a savoir le « saut de
températureq temperature jump >§ui consiste a soumettre une solution d’HbS dégénge
a une élévation « brusque » de température (ddpdigusqu’a une température permettant la
polymérisation, (typiquement dans la gamme 15-4@fFerrone et coll. 1985a]). Pour des
raisons techniques, liées en particulier au rapportre temps de latence et temps
d’équilibration thermique du volume expérimentalette méthode est limitée aux temps de

latence supérieurs a une centaine de secondes{HIEMM).
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Pour étendre les mesures cinétiques aux tempscoluts, et aux concentrations
physiologiques de HbS (5-6 mM), la technique detgligse induite par laser a été utilisée.
Avec cette méthode, on peut obtenir une solutiddb& complétement désoxygénée (en
conformation « T ») en quelques millisecondes (g@al et coll. 1982; Nishio et coll. 1983;
Ferrone et coll. 1985a; Aprelev et coll. 2005; Bott coll. 2005b; Aprelev et coll. 2007]).
Dans cette technique, le complexe « HbSCO » (cordbon « R » ; HbS-[CQ], soluble
jusqu’a au moins 48 g/dk(7 mM), peut étre converti en désoxy-HbS par phissmtiation
du CO sous illumination laser. Le laser sert égal@nde source de contréle de la formation
des polymeéres, via I'évolution de la diffusion ddumiere. Quand le laser est arrété, le CO se
re-lie a HbS des polyméres et ceux-ci se redissb@® une solution de monomeres.
L’expérience peut étre répétée ainsi indéfinimetant donné que les volumes d’observation
sont de I'ordre de I8 ml (soit une dizaine de femtolitres), la technigleephotolyse-laser a
pu également étre utilisée pour déterminer la ftionantra-érythrocytairede polymeres
([Coletta et coll. 1982 ; Mozzarelli et coll. 1987avoir également, [Nishio et coll. 1983],
utilisant la diffraction laser ; pour une revue despects techniques liés a la détection des
polymeéresdn situ, cf.[Mozzarelli et coll. 1987b] ).

Les techniques de photolyse-laser et de « sautrdpérature », ont été utilisées par
Ferrone et coll. pour déterminer la dynamique cetepte polymérisation de HbS dans une
large gamme de concentrations (3-6 mM) et de teatpes (15-35°C), ce qui a permis a ces
auteurs de mettre en place et de valider le modiélele «double nucléation » de la
polymérisation de HbS que nous présentons darectas suivante ([Ferrone et coll. 1985b;
Ferrone et coll. 1985a; Hofrichter 1986]).

Signalons enfin que [utilisation de modeles de rsou« drépanocytaires »
transgéniques (SAD, exprimant une version modiftke HbS, Hb-SAD, et BERK —

« Berkeley », dont le tableau pathologique est pésere) a permis de montrer que
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l'inhibition de la polymérisation de HbS, par indkection d’'un géne variant de BA-globine,
augmente le temps de latence et réduit la falciddion ([Paszty 1997 ; Pawliuk et coll.

2001]).

IV-3 LE MODELE DE DOUBLE NUCLEATION

Sur la base de travaux antécédents [Hofrichteolét X974 ; Hofrichter et coll. 1976;
Ross et coll. 1977 ; Ferrone et coll. 1980 ; Caledt coll. 1982; Sunshine et coll. 1982],
Ferrone et coll. ont développé un modéle de laméhsation de I'hnémoglobine S. Ce modéle
est dit de « double nucléation » car il postule lgsefibres polymeéres de HbS se développent
a partir denoyaux(terminologie empruntée a la chimie des polymérfesinés en solution ou
a la surface de polyméres pré-existants ([Ferrormele 1985b]). L’hypothése de I'existence
de deux voies de nucléation a été avancée desg@8Berrone et coll., avec la publication
d’'une version « exploratoire » de leur modéle (féiee et coll. 1980]), mais ce n’est que 5
ans plus tard, avec la publication du modele affaté « complet» en tant qu’objet
mathématique que le terme « double nucléation pregbsé ([Ferrone et coll. 1985b]).

Une analyse fouillée de la littérature nous a moétrgu’il s'agit de l'unique
description mathématique du processus de polyméiisade HbS. C’est pourquoi nous
I'avons utilisé comme point de départ dans ce trihgef. section 1V-5).

La premiere confirmation expérimentale de l'exiseerdes deux voies de nucléation
proposées a été réalisée en 1990 par Samuel efatofigure 16). lls ont observé en temps
réel (vidéo-microscopie en contraste de phase rdiiféel) la nucléation en solution, la
croissance (élongation), et les interactions ditires ([Samuel et coll. 1990]; [Briehl 1995]):

Lesfibres proviennent a la fois des centres qui preehti de nombreuses fibres radiales et de
la surface méme des fibres préexistantes, a plduelles elles divergejnt.

! Citation originelle The fibres originate both from centers that prodawmny radially distributed fibres and on the sgda
of prexisting fibres, from which they then bran@xtrait de Samuel, R. E., E. D. Salmon and R. W. HBr{@990).
"Nucleation and growth of fibres and gel formatiorsickle cell haemoglobin.” NatuB2156278): 833-5.)
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De nombreuses expériences ultérieures confirmahwbitablement, I'existence de deux
voies de nucléation pour la polymérisation de Hb8)e en solution, dite « homogene »,
l'autre sur des fibres préexistantes, dite « hégme » ([Cao and Ferrone 1996; Galkin and

Vekilov 2004; Rotter et coll. 2005b; Galkin et c@D07a]).
o b
Microphotographies de fibres de HbS en croissance
(25 min aprés le saut de température ; intervalle
entre a et f, 35s; concentration de HbS, 4,45 mM ;
T, 21°C, largeur de champ optique, 17 pm pour a-d
et 35 um pour e-f) : (a), les deux fibres croissent
0,09 um/s; (b), apparition de 2 embranchements,
qui croissent en ¢ et d ; les branches apparaissent
= 7' niveau d'épaississements de la fibre parent; (d)
apparition d’'une branche, dansd la direction opposé
a la premiére. Autre préparation (e) fibres émuanan
radialement d'un centre (nucléation homogene)

unique ; (f) évolution de e, aprés 2 min.
(figure extraite de Samuel et al., 1990)

Figure 16 : Visualisation de la croissance des fibs polyméres de HbS
et de la nucléation hétérogene
(Samuel et al., 1990)

Fondamentalement, le modéle de double nucléatkerrgne et coll. 1985b; Ferrone et
coll. 1985a; Hofrichter 1986]) rend compte des tsffmajeurs de la concentration, de la

température, et des courbes de progression déylm@asation, a savoir:
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- l'existence-méme d'un temps de latence et sa dépeed vis-a-vis de la
concentration initiale de HbS,

- la nature stochastique de I'apparition de la preenféore polymeére, telle qu'elle
peut étre mise en évidence dans les petits vollerpérimentaux (de I'ordre de
guelques centaines de femtolitres, soit I'équivialele quelques volumes

érythrocytaires).

La figure 17 schématise le principe du modele deébtionucléation.

Homogeneous Nucleation

6 = F — & — - 9 — B —

Heterogeneous Nucleation

Figure 17 : Schéma du modéle de double nucléation
(Ferrone et al., 1985b)

La nucléation « homogeéne » Selon le modele de double nucléation, le proceskus
polymérisation de HbS est initié par I'assemblage chggrégat métastable de monomeres
(HbS) en solution (lanucléation homogeéne suivi de son élongation par additions
successives, et non-coopératives, de monomeresf@ooer une fibre (cf. Figure 17, partie
supérieure). L'apparition d’'un tel agrégat nucléadst un phénomeéne stochastique, et il en

existe a chaque instant dans la solution de diffésetailles (nombre de monomeres de HbS
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constituants). Ces agrégats sont appelés « noyeumogenes » parce qu’'ils se forment en
milieu « homogene » (en solution) et qu’aucuneaagfinitiale n'est impliquée (comme cela
a été démontré expérimentalement par [Galkin ardlate2004]).

Du point de vue thermodynamique, I'existence/apigaridu noyatcritique résulte de
la compétition entre deux composantes énergétigqueagonistes. D'une part, I'énergie
cinétique, associée aux degrés de liberté des mieken solution (énergies translationnelles
et rotationnelles), et d'autre part I'énergie libassociée a la formation des contacts
intermoléculaires du polymére (par exemple, erdredline mutée d’'une HbS et la poche
hydrophobe HbS voisine ; voir Chapitre Ill, sentibl-3). Lorsque l'agrégat est constitué
d’'un nombre de monoméres d’HbS inférieur a ladaititique, le terme entropique lié aux
mouvements « libres » des monomeéres domine, etbad se dissocie spontanément (ceci est
représenté par les fleches allant de droite & gauars les monomeéres libres, sur le schéma
de la figure 15). Lorsqu’un nombre suffisant detaots intermoléculairegar monomeresst
formé (donc d'énergie libre d’interaction), le ternénergétique associé aux contacts
intermoléculaires excéde le terme entropique ajrdégation devient favorable (ceci est
représenté par des fleches gauehe@roite dominantes, sur la figure 15 ; cf. [Ferrateoll.
1985b]).

Dans le modéle de double nucléation, les noyaurmdgenes et hétérogenes, sont
considérés comme étant a ['équilibre. Cela signifigue le processus de
coalescence/dissociation est considéré comme étarfiniment » rapide par rapport au
processus d’addition des monoméres —exemple, Hékion. La dérivation des équations
permettant de calculer la concentration « a I'élowel» de ces noyawxitiquesfait appel a la
thermodynamique statistiqgue. Les équations cooredgntes sont présentées dans le chapitre
suivant (cf. également [Ferrone et coll. 1985bp @ad Ferrone 1997; Galkin et coll. 20073,

Galkin et coll. 2007b]). En bref, en deca d'undlgagritique, les noyaux sont instables et se
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désagregent rapidement aprés leur formation. Quandaille critique est atteinte, la
coalescence de chaque monomere additionnel pramtuiagrégat incrémentalement plus
stable. Ceci constitue le processus de dévelopgemeapérationnellement irréversible »,
d'une fibre polymere. La vitesse de polymérisatipar la voie «homogene » est
proportionnelle a la concentration des noyaux hameg et a celle des monomeres; il s’agit
donc d’une cinétique du second ordre ; [Ferroremkt 1985b]).

Il est a noter enfin que des études trés récentmstremt que le processus de
nucléation homogene se décompose probablement wen &éapes [Galkin et coll. 20074a;
Galkin et coll. 2007b] :

- la formation, dans la solution, de « gouttelettesseés » métastables (« dense liquid

clusters »), servant de précurseurs a I'étape stgya savoir,

- la formation, au sein de ces gouttelettes mésoguepj des noyaux homogenes

ordonnégapproximativement tels que dans le cristal).

Si I'existence des noyaux homogénes permet d'exptida dépendance, marquée, de la
vitesse de polymérisation vis-a-vis de la conceioina elle ne permet pas d’expliquer

I'existence du temps de latence pour l'apparitierla premiére fibre (ainsi que de toutes les
fibores d'origine homogéne), ni la forme sigmoidales courbes de progression de la
polymérisation, c.a.d I'extréme autocatalyse ol&mrdu processus. Selon le modele de
double nucléation, ce délai est di au second tyeutléation, a savoir la « nucléation

hétérogéne », responsable de la coalescence demamssur les fibres pré-existantes pour

former les noyauxhétérogenesAu fur et a mesure que les fibres polyméres d& Hb
(initialement d’origine « homogene ») s’accumulenhs’allongent, le nombre de monomeres
de HbS polymérisés, et par voie de conséquencetésspotentiels de nucléation hétérogéne,

augmente continuellement (voir Figure 17, partiérieure). Les nouveaux polyméres ainsi
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formés peuvent étre le siege de nouvelles nucl&atep leur surface, ce quiconfere au
processus sa nature auto-catalytique.

L’extraordinaire dépendance du processus de polgatém de HbS vis-a-vis de la
concentration est illustrée par le fait que siesell estdoublée de 200 g/l (3,1 mM) a 400 g/I,
le temps de latence décroit d&0* & 10° s, soit une variation dé ordres de grandeur
Qualitativement, la dépendance du temps de lateise@-vis de la concentration est due a la
dépendance de la taille du noyau (homogéne) vis-descette méme concentration : lorsque
la concentration d’HbS augmente, I'agrégation davielus probable, la taille du noyau
critigue diminue, et le temps de latence diminwe gifobabilité qu’un noyau homogene se
forme -et s’allonge ensuite en fibre, augmentekitéquement, lorsque la concentration de
HbS diminue, la probabilité de coalescence de m@&nesnen un noyau critique diminue alors
gue sa taille augmente, et le temps de latence entgnen conséquence. Enfin, le fait que les
noyaux soient egquilibre avec les monomeres explique également la dépeadhntemps
de latence vis-a-vis de la solubilité (nb : unengeura I'équilibre; cf. Eaton and Hofrichter,
1987).

Comme pour la voie homogéne, la vitesse de la aticlé hétérogene est traitée
comme un processus cinétique du second ordre :iteas@ est proportionnelle a la
concentration des noyaux hétérogenes et a cellendesmeres libres (cf. [Ferrone et coll.
1985b] ; cf. Chapitre V, pour une présentation iléta des équations mathématique

constituant le modéle).

Domaines :Dans de nombreuses situations, et en particuliesen des érythrocytes, il a été
observé que les fibres polymeres d’'HbS adopterdartamgement particulier, idomaine Il

s’agit d’'une structure organisée, plus ou moingatadcf. figure 16, section précédente ; cf.
figure 18), dont la version précoce est le sphiryfiEaton and Hofrichter 1990 ; Ferrone

1993 ; Corbett et coll. 1995; Pawliuk et coll. 2Q@Zhristoph et coll. 2005]).
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La figure 18, représente les principaux types diaements intraérythrocytaires de
domaines (extraite de [Corbett et coll. 1995]) :ch&llule SS falciformée « classique »; B,
« constriction cell », présentant un site uniquaulgéation ; C, cellule SS sphérulitique, avec
un site unique de nucléation ; D, cellule SS a @alaes, organisés en AHP « aligned HbS
polymers » ; E, cellule SS a multiples domaines AHP

Au niveau cellulaire, I'existence, le nombre, et farme, de ces domaines
conditionnent significativement la morphologie atrhéologie des érythrocytes, et ceci joue
certainement un réle-clef dans la survenue et/odéeeloppement des événements vaso-
obstructifs d’origine « mécanique » (cf. [Mickols@ll. 1985 ; Basak et coll. 1988; Corbett
et coll. 1995 ; Briehl 1995; Christoph et coll. 300

Figure 18 : Principaux arrangements en domaines dgolymeéres d’hémoglobine
in situ et morphologies érythrocytaires associées
(Corbett et al., 1995)

La densité de tels domaines (par unité de volunme)nde avec I'augmentation du
temps de latence. En d’autres termes, plus la paigation est lente, moins il se développe
de domaines. Ceci a été observé principalementldarexpériences detemperature-jump »
(cf. [Christoph et coll. 2005]). Dans les expériendex laser photolysis fréalisées a faible

volume expérimental)Jun domaine unique est observé dans le volume pfsétqlavec un
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temps de latence extrémement variable). Pour leanéilons a polymérisation rapide (temps
de latence reproductible), aucun domaine individuelpeut étre observé (Ferrone et al.,
1980,1985a ; Hofrichter, 1986). La forte variaBilidu temps de latence est liée aux
fluctuations stochastiques de I'évenement initiad, d. la nucléation homogene (telle qu’elle
peut étre détectée dans un petit volume expériferdh I'observationde la variation
aléatoire du processus de nucléation homogene eestue possible par I'amplification
considérable engendrée par la nucléation hétérogeémeeffet, le nombre de domaines
observés est éleve, soit dans les échantillonslydmpdsation rapide (£> 4,5 mM), soit
dans des volumes de mesure plus importants desiexges de< temperature jump » : le
nombre d’événements « nucléation homogéne » est étevé et le temps de latence

effectivement mesuré est moyenné et donc reprddecti

IV- 4 APPROCHE CONCEPTUELLE ET OBJECTIF DE L'ETUDE

Ainsi que nous l'avons vu dans les chapitres précts] la pathologie drépanocytaire
est contr6lée et modulée par un grand nombre deuia; géniques et non-génigques, agissant
et interagissant, depuis le niveau moléculaire jiamg niveau de I'organisme (Chap. II).
Quelque soit leur nature et leur niveau, les fast&m questiorsontla source de I'extréme
variabilité interindividuelle des profils cliniques thérapeutiques (voir Tableau 1).

In fine, la sévérité clinique dépend de l'ampleur et de la dynamique lde
vasoocclusion d’'une part (cf. phénotype vasoocI@iap. Il, section 5) et de I'hémolyse
intravasculaire d’'autre part (cf. phénotype héniglg, idem) -ainsi que des proportions

respectives de ces deux évenements. Or, plusiadisufs impliqués dans la vasoocclusion

2 Un domaine donné provient d’un noyau homogene un{gides multiples noyaux hétérogenes qui se furemsuite sur
la fibre « homogene » correspondante, puis suitiess « filles »).
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et/ou 'hémolyse peuvent étre directement reliés polymeres de HbS. Parmi ceux-ci, on

peut citer :

les modifications « mécaniques » érythrocytairesiscpsité cytosolique,
déformation/tension/déchirement membranaire, réoluctde la déformabilité,
falciformation),

I'activation des voies de transport des ions osguetinent actifs majoritaires (et
CI"), participant a la déshydratation,

la déshydratation des cellules SS et 'augmentatela fraction de cellules denses,
les altérations métaboliques et rédox (ex : appsssment en glutathion, stress
oxydatif di aux compartiments de fer « membranairet intravasculaire,
peroxidation lipidique),

I « activation » érythrocytaire, avec expressi@nfacteurs et protéines d’adhésion,
et 'adhésion a I'endothélium, et/ou aux leucocytlss cellules SS (réticulocytes et

érythrocytes).

Secondairement, d’autres évenements peuvent é@isgapar la polymérisation de HbS

(avec ses conséguence érythrocytaires : modifitmtide morphologie, de densité,

d’adhésivité, d’hémolyse,)..Citons :

la biodisponibilité réduite du NO° (methémoglobihémoglobine intravasculaire),
et la diminution de la signalisation « vaso-relaran érythrocyte-endothélium
médiée par I'ATP,

I'activation endothéliale, leucocytaire, et pladaige, avec expression de protéines
d’adhésion et formation d’agrégats homo- et héggiqties, due a 'augmentation
des effets mécaniques ou hémodynamiques vasculakeshear-stress),

I'état procoagulatoire et proinflammatoire indudtrces effets mécaniques.
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Objectif général du travail :Au niveau clinique, la difficulté de choix et d’agmtation du
traitement de la drépanocytose résulte de la nhigltgy des facteurs impliqués, de leur
dynamique propre et de leurs interactions.

Ce travail de these s’inscrit dans le cadre pfoREPASIM dont I'ambition terminale
est d'aider a l'amélioration de la prise en chadgs patients par une approche de
physiopathologie intégrative, complémentaire a pé@&xmentation et a la clinique.
Globalement,DREPASIMvise a mettre en place un modéle mathématiquégrant les
niveaux et les déterminants pertinents de la véit@bdrépanocytaire, ainsi que leurs
interactions.

Un tel outil, par définition intégratif et quantitfa permettra au clinicien :

(i) de tester des hypothéses et de simuler des scgnalnigsio-pathologiques ou
thérapeutiques,

(i) de prédire la survenue de crises vaso-occlusilesz an patient donné, en
fonction de ses propres parameétres hématologidudisigues.

Comme nous l'avons montré, si I'on ne peut rédlarpathologie drépanocytaire aux
seules crises vasoocclusives induites par lessfipotymeres, la polymérisation de HbS en
représente I'un des éléments déclenchants majsimi leprimum movensCe processus
moléculaire doit donc étre considéreé et décritoer premier lieu, avant d’aborder les niveaux
supérieurs, cellulaires, vasculaires et cliniques.

Ce travail de these constitue la premiere étape @Famise en place du modele global
ciblé : le développement d’'un modéle mathématigescription dynamique, réaliste et fiable

de la polymérisation de HbS telle qu’elle est déteée expérimentalemeint vitro.

3 Les partenaires de ce projet sont le Centre de éa@docytose (Pr F Galactéros, Créteil), le Dépariene Physique de
I'université Drexel (Pr F Ferrone, Philadelphiéinderm U927 (Dr P Hannaert, Poitiers) ; en 20ablissement Francgais
du Sang (Centre-Atlantique) a permis la réalisaiiome phase exploratoire de ce projet.
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Objectifs spécifiques Tous les travaux et validations du modeéele de donbt#éation ont été
réalisés avec une version simplifiée, linéariséenddele.

La linéarisation ayant été faite & t] (concentration initiale, temps initial), le
modele n’est fiable (en tous cas, démontré comihgue dans les dix premiers pourcents du
processus (« tenth-time », cf. [Ferrone et coll85)]). Une seconde conséquence de la
linéarisation a €y, tg] est que le modéle ne tient pas compte de I'éimiufc’est-a-dire la
consommation) des monomeres libres, la concemrali® ceux-ci €C) étant considérée
statique (fixée ag). Troisieme probléme lié a cette linéarisatioes Ipolyméres formés
(pertinemment négligés a [CO, t0]) sont omis, amst les conséquences physicochimiques
de leur présence et de leur évolution dynamique.

C’est pourquoi nos objectifs spécifiques sont :

- Iimplémentation, la correction, et la mise a jode la version analytique
compléte, c'est-a-dire non-linéarisée de ce modeital de «double
nucléation » ([Ferrone et coll. 1985h]),

- Ilintégration numérique compléte de ce modele deepat I'évaluation de ses
performances par comparaison aux données expésdhasnt le corpus
expérimental est constitué de données (i) fourpaesle Pr F Ferrone et son
groupe (communication personnelle), (ii) issues[errone et coll. 1985a;
Hofrichter 1986], et,

- I'amélioration du modéle analytigue complet papige en compte simultanée
de la présence des monomeéres de HbS et des pof/fuwmeés, de leurs

propriétés physicochimiques et de leur évolutionasigique.
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V-1. PRESENTATION GENERALE DU MODELE DE DOUBLE NUCEATION
Le modele de double nucléation est une descripgida fois thermodynamique et

cinétique du processus de polymérisation de I'hdaidige drépanocytaire, HbS. Il a été
développé par Ferrone et coll. dans le but de depre la phase initiale des courbes
expérimentales, le temps de latence et sa dépemdasia-vis de la concentration (cf. Chap.
IV), avec des parametres thermodynamiques et pigfsimiques qui soient vraisemblables.
Le modele de double nucléation prédit correcterteepblymérisation de HbS dans une large
gamme de conditions expérimentales :

- concentration initiale de HbS 3-6 mM et températlse35°C ([Ferrone et coll.
1985b; Ferrone et coll. 1985a)),

- en présence de difféerentes concentrations de HRxbitdr et coll. 2005a)),

- pour différents mutants de Hb ([Li et coll. 2002]).

Grace a ces succes prédictifs, a I'observationcttireles processus de nucléation
([Samuel et coll. 1990 ; Galkin and Vekilov 2004alldn et coll. 2007]), ainsi qu’a diverses
confirmations [Mirchev and Ferrone 1997; Li et c@002; Rotter et coll. 2005Hk modele
de double nucléationest largement admis. Rappelons néanmoins ce gieawmns precisé
dans le chapitre précédent, a savoiilquést a priori valide que pour la phase initiale du

processus En effet, la dynamique d’évolution des différectsnposants est ignorée

V-1-A DESCRIPTION MATHEMATIQUE DU MODELE INITIAL

Mathématiquement, le modele de double nucléatidndésrit par deux équations
différentielles ordinaires (EDO) :

- une équation explicitant la vitesse de formatios pi@ymeres,

! Nota bene dans ce qui suit (i) HbS est la seule formeédibglobine présente (absence de HbF et d’autresdiébines),
(ii) HbS est considérée comme totalement désoxygérmidition optimale pour la polymérisation.
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- une équation explicitant la vitesse de disparitd®s monoméres de la phase
solution
Ces deux équations sont couplg@sune contrainte algébrique, sous la forme d’'uneaton
de bilan de matiéere (conservation des monomeréth&e.
Nous présentons ici les hypothéses et simplifioatijorincipales du modéle originel,

telles qu’elle sont décrites dans [Ferrone et dQIB5D].

» Hypothése 1. I'addition d’'un monomére au noyau homogeéne -éi¢fogéne- produit un
« polymere » (fibre en élongation), et cette réecast considérée irréversible (cf. €q. V-
1).

* Hypothése 2: les polymeres sont considérés comme « infininggahds » par rapport
aux noyaux et la disparition des monomeéres due anueléation est négligée
comparativement a celle qui résulte de la croissales polymeres (éq. V-3).

* Hypothése 3. les noyaux homogenes et hétérogénes sont coésidgn equilibre
constant avec les monomeres (cf. €q. V-6, et éa,W-7b, respectivement).

 Hypothése 4. le noyau hétérogene étant attaché au polymeéregesil traité
thermodynamiquement comme un cristal (cf. éq. VbJa,

» Hypothése 5: le nombre de sites disponibles a la surface dynpere est proportionnel a
la concentration des monomeres polymérisés (cV&R).

» Hypothése 6 :le rapport des ccefficients d’activité pour I'addlitiet de la soustraction du
monomeére au polymére de n'importe quelle taille $¥ vi/y* 11 ety/y*: (ou# désigne le
noyau activg c.a.d. le noyau critique, de tailié ou j*, ayant fixé un monomere
additionnel) est égal & l'unité, ie. le coefficiedictivité du noyauj est égal au
coefficient d’activité du complexe actiyé* (cf. éq. V-1).

* Hypothése 7 :dans le noyau homogéne, toutes les liaisons intéoulaires sont

équivalentes.
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e Simplification 1 : simplification dans le traitement mathématiquepesant k= k.yCs
(induite par I'hypothése 3); ceci permet de cacuh constante d’équilibre pour la
formation des noyaux.

» Simplification 2 : les coefficients d’activité du j*-mere et du cplexe activé j*+1-mere
ne sont pas inclus dans les équations de vitessasl.( considérés comme égaux a
l'unité ; cf. Hypothése 6).

» Simplification 3: en toute rigueur, il y a plusieurs arrangemet¢s monomeres
possibles, pour un noyau de taille donnée, ce guoduirait un terme d’entropie
configurationnelle ; dans le modéle néanmoins, eul arrangement est pris en compte
(« the closest packed structure »).

» Simplification 4 : Seul le volume exclu par les monoméres aux autr@someres -et
agrégats est-il pris en compte (par exemple, lainael exclu par les polymeres est

négligé).

V-1-B LES EQUATIONS DU MODELE INITIAL

Nota bene: Les equations du modele initial somistates ici telles qu’elles sont représentées

dans [Ferrone et coll. 1985b]

Symboles et notation utilisés dans les équations :

Co : concentration initiale d’'HbS

C : concentration de monomeéres libres

Cpoly: CcONcentration de monomeres polymérises

y. coefficient d’activité du monomere

Cs: solubilité

% : coefficient d’activité a la solubilité

C,: concentration des terminaisons des fibres emgalion
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k+: constante de vitesse d’addition du monomeére moyaux ou au polymeére.

y . coefficient d’activité du monomeére

Ki« : constante d’équilibre de formation du noyau hoemsy

K+1 : coefficient d’activité du complexe activé (noyaiLun monomere)

i~ : taille du noyau homogéne

j« : taille du noyau hétérogéne

jmax: taille du noyau hétérogene au-dela de laquediédition de monomere supplémentaire
n‘augmente plus l'aire de contact avec la surface pdlymeére (ie « saturation »gain
énergétique)

Micrax > potentiel chimique du noyau hétérogene critique

Kj-Kj- : produit de constante d'équilibre de formation jfunére dans la solution da

constante d ‘équilibre d’attachement du j*-merepalymeére

@ constante de proportionnalité liée au nombral tdé sites de nucléation (par monomere
polymérise)

S: supersaturation

o et & : parametres, géométriques (phénoménologiquesyémivent la fraction de liaisons
intermoléculaires dans le noyau relativement aalypnpére infini

Upc: potentiel chimique des liaisons intermoléculatass le polymeére

Hce: potentiel chimique par unité d’aire de contadrete noyau hétérogéne et la surface du
polymére

o1 et o»: parametres, géométrigues (phénoménologiques)dégrivent la dépendance de
'aire de contact entre le noyau hétérogene etlee,favec la taille de ce méme noyau
hétérogene

T . température
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R : constante des gaz parfaits (1,988 cal/mole.k)
V : volume spécifique de HbS (V = 0,79 ¥m; sauf pour le calcul dg: -+, ol V = 0,75

cm’/g)

Vitesse de formation des polymeredsa vitesse de formation des polyméer€yp est la
somme des vitesses de la voie homogéne et dedahetérogene. Chacune de ces vitesses est
égale au produit de la constante cinétique d’amltlif.) par I'activitt du monomere d’'une
part et I'activité (ou concentration) des noyauxrrespondants (I'explication des symboles est

reportée plus bas):
d%t:(kﬁ(i*yl*ﬂ)( 10) ke KK ga—c)(ye) "™ (éq. V-1)

L’intégration de I'équation #1 (valeur initiale he)l donne la concentration des fibréglus

précisément, les extrémités de fibres en élongatinrélongation a un instant donné.

Vitesse de disparition des monomeéres de la phadetisa : Cette vitesse est égale a la
consommation des monomeres libres par I'élongaties fibres (Cp). Il est a noter que le
coefficient d’activité des fibres est considérédomme égal a l'unité. Selon cette équation le
processus s’arréte lorsqug:C est égal a y.Cs, c'est-a-dire quand la concentration des

monomeres libres atteint la solubilité :

—dol =k.(e-y.c.)c, (9. V-2)
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Conservation de HbS totale

la concentration du monomeére libre en solution @t)fournis par la lois de conservation de
la matiere

C =Co - Gy (€g. V-3)

L'intégration de I'équation #3 (valeur initiale d&= Cp) fournit C,ay, la concentration des
monomeres polymérisés, c.a.d. la variable mesurpériementalement (cf. [Ferrone et coll.

1985h]).

Constante d’équilibre de formation du noyau critigthomogéne

Ki'= exp {[(4.R.T+A tpc) In [{(4.R.T+A fpe) IR.T. In S] + (4.R.THL. Lipc) (In(ys.csfIn' S)

‘R.T.Inp+ % R.T.In 2+ (%2-1) .t +R.T. In(ys .Cs) /R.T} (éq. V-4)

Coefficient d’activité du complexe activé (noyautaue + un monomere)

yie= exp{-In(1-v.c)+[3.v.c/(1-v.c)lo Y2.(" +1)Y3+[3(v.c+ % (v.c¥/(1-v.cf]

072B (" +1)%3+ [v.c.(L+v.c+(v.cH/(A-v.c¥] p (i +1)} (éqg. V-5)

Taille du noyau homogéene Cette équation donne le nombre de monomeéres duunoya

critique homogene :

i =-(4.R.T+A. tpc)/RT.INS (éq. V-6)
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Taille du noyau hétérogene Deux cas sont envisagés pour le calcul de la tdillenoyau
critigue hétérogene, le premier (éq. 7a) correspon@ une augmentation continue de la
surface (donc de I'énergie) de contact entre leandyétérogene et la surface du polymére, et
le second (éqg. 7b) correspondant a la situatiobacaroissement dg ne se traduit plus par

une augmentation de la surface de contact

i" = -[ O2fheo- 1. ppe )l Outec-R.T. In S) K jmax (€q. V-7a)
i'=-[&. tpe+3.R.TJYR.T. In S='i+(1/ In S) 1> jmax (éq. V-7b)
Jmax= - O2ldec | Oifdec (éq. V-7¢)

Ce paramétre, secondaire car dépendant de paramétraires, représente la taille « limite »
du noyau hétérogene, au-dela de laquelle la surfececontact n’augmente plus avec

'augmentation de j*.

Supersaturation: La supersaturation est la force motrice pour le c@ssus de

polymérisation :
S=y.clys. G (éq. V-8)

Coefficient d’activitt du monomeére Cette équation est basée sur la non-idéalité des

solutions d’hémoglobine (cf. Chap. lll, section: 4)
6 K -
y=expQ_B,,,C") (é9. V-9)
k=1
avec ,
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B2=8v B5=35.30v
B3=15V B6=47.4v

B4=24.48V B7=65.9%

Constante de formation du noyau hétérogéneCette constante d'équilibre est posée,
opérationnellement, comme le produit de deux comssa fictives » :
- la constante d’équilibre de formation du j*-méresatution (éq. V-10a), et

- la constante d’équilibre d’attachement du j*-meuegpalymére (éq. V-10b) :

Ki-K3 = exp{ [-(O2thec- . tipc). IN| - |"R.T. Inyc + Ooptec-(A- ). thpc] | R.T}

POUr{ jmax (éq. V-10a)

Ki-K5 = exp{ [( & ttoc+3.R.T). Inj- (- R). thpe - 3.R.T(A+IN jna) - Micna] /| R.T}

POUTF jmax (éq. V-10b)

ou,

MUicra = - O2fdec [IN(- 01/ 02 ) +1] (ég. V-10c)

Concentration des noyaux homogene€alcul, a I'équilibre, de la concentration des noya

critigues homogenes, c’est-a-dire de taille

K. i
C.=( /%)(y.c) (éq. V-11)
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Concentration des noyaux hétérogéne€alcul, a I'’équilibre, de la concentration des aoy

critigues hétérogénes, c’est-a-dire de tatlle

p
C. =k, K K-a(G-0)(yo) (9. V-12)

En résumé, les variables d’état du modele sont donc
- C (concentration des monomeres de HbS libres, etico)u
- Cp (concentration des terminaisons des fibres pergs),

- Cpoly(concentration des monomeres polymérisés, crachlis dans des polymeéres).

Il faut noter toutefois que ce qui apparait comrae darametres dans les équations
principales (éqg. 1-3), (par exemple, les coeffitseiactivité «/», les constantes d'équilibre,
telles queKi*, ou encore la taille des noyaux critiquégt j*) sont en fait des fonctions des
variables d'états du systeme (essentieller@@nbDe plus, ces fonctions sont hautement non-
linéaires, souvent exponentielles, avec des exposaniables, qui couvrent plusieurs ordres
de grandeur (par exemplg, varie de moins de 1 a 250-300). Ce sont précisemes
caractéristiques, qui tout en permettant une boescription du phénomene de
polymérisation de HbS tel qu'il apparait expérimmarhent, rendent le modeéle
« numériquement sensible », aux variables d’'éedlieét que la concentration), aux variables
externes, telles que la température, et aux paramétf. Tableau 2). Une analyse de

sensibilité est présentée dans la premiére patigébultats.

V-1-C LES PARAMETRES DU MODELE INITIAL
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Le tableau 2 (ci-dessous) résume les valeurs despziramétres clef, résultant d’'une
optimisation simultanée, et utilisés dans la versittiale de leur modéle (approximation

linéaire) de double nucléation, a 25°C et a 35¢C « Table 2 » dans [Ferrone et coll.

1985D]).
Tableau 2
Parametres cinétiques et thermodynamiques du model
de double nucléation initial (Ferrone et coll., Bg
25°C 35°C
Hpc (kcal/mol) -8,61 £ 0,15 -8,96 +0,15
Log k. (mM*s?h +3,31 + 0,23 +3,54 £ 0,12
Log @ (-) -3,78 £ 0,56 -3,28 £ 0,35
o1.ucc (kcal/mol) +0,70+£ 0,10 +0,79 £ 0,08
o2.ucc (Kcal/mol) -9,69 £ 0,55 -10,45 £ 0,37

NB : & = 1,29+ 0,04 ;0, = 0,84+ 0,06 ([Ferrone et coll. 1985b]).

V-2. CORRECTIONS ET MODIFICATIONS DU MODELE

Lors des premieres tentatives d’implémentation dwléle initial de [Ferrone et coll.
1985b], nous nous sommes heurtés a de nombreusessetypographiques (ex : signes,
unités,...), ainsi qu’'a diverses erreurs « analysgu@ans les équations (en particulier dans
les expressions des constantes d’équilibres demumdyomogenes et hétérogenes). Certaines
de ces erreurs ont pu étre identifiées et corrigapglement, tandis que d’autres nous ont
menés a établir un contact et a maintenir des @elsaglectroniques avec le Pr F. Ferrone.

Les équations (modifiées par rapport a l'article1@85) implémentéem fine sont

présentées ci-apres.
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Constante d’équilibre de formation du noyau homogenL’équation initiale (éq. 4, cf.

suprg a été modifiée comme suit (Ferrone, communicgtiensonnelle)

£ /8 Hpo
NnK. =InInS-——Inyc+éA-N&)+Iny.C.+In—+(d, -1
, ¢ NS ye+é.( $) Vst 0 (9, )R.T
(éq. V-4.1)
ol 5:_4.R.T+51.,upc
R.T

Thermodynamiguement, I'expression de la « constantle formation des noyaux
homogenes (Ki*) dérive de I'expression de la cotr@ion de ceux-ci en posant I'hypothése
d’équilibre (c’est-a-dire d’égalité des potentiglsimiques des monomeéres libres et des
noyaux ; voir par exempl&nnexe 3lans [Ferrone et coll. 1985b]. L’équation 4.1dessus a

éte utilisée en lieu et place de I'équation néddnément dérivée).

Concentration des noyaux hétérogénes et vitesstoduation des polymeres

In Cj* =In(@(C,-C))+<{,.(1-Iné) + 52.% +¢,.In(In S+¢,)

J < jmax
(ér1¥2.1a)

. (O,.4,. +3.RT) . 0,1 Hic _
INC. =In(@p(C,-C))+j .InS+ pe n j + e T LT _3lIn

j ((0( 0 )) J R J RT RT Jmax
J >rhax
(éq12.1Db)
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— UZIUcc - él'lupc

2 RT

— Jllucc
< RT

Le terme cinétique de polymérisation hétérogéeé,qu’il est présenté dans la
publication initiale, est posé comme dépendant &’aonstante fictive d’équilibre (KjKj*).
Cette constante représente la formation d’'un noyétérogéne de taille «j*» dans la
solution, et Il'addition de ce dernier au polymédeec les équations V-12.1a-b, utilisées
dans nos simulations, la vitesse hétérogene esepmsnme égale au produit :

[constante cinétique (bimoléculaire, k+)] x [condgation des noyaux hétérogenes] x

[concentration des monomeres libres].

En conséquence, I'équation 1 prend la forme suévant

dc, k, K.

= Cy e ARG o)

(éq. V-1.1)

Toutes les autres modifications, ajustements, etne@liorations, apportés au
modeéle initial afin d’étendre sa validité et son dmaine d’utilisation, font I'objet de ce

travail de thése. lls seront présentés de maniergmlicite dans le chapitreRésultats
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Discontinuité numérique de la taille des noyaux Bébgenes, j* L'équation exprimant la
taille critique du noyau hétérogéng, est une fonction par partie (cf. éq V-7a et 1tB.
changement d’équation a lieu lorsqtieatteint une valeur seuijhax (€q. V-7¢) pour laquelle
'accrétion de monomeéres additionnels n'augments [ surface de contact (donc I'énergie
de stabilisation du noyau hétérogéne). Numériquenoeri correspond a une discontinuité
dans I'évolution d¢* avecC (j* calculé par I'équation V-7a n’étant pas éggtaalculé par
I'équation V-7b). Ceci se traduit par contre-coumpuae discontinuité de la concentration des
noyaux hétérogenes (cf. ég. V-12.1a et V-12.1hlesisus), et donc de la vitesse hétérogene
(ég. V-1.1, second terme du membre de droite).eGliticontinuité se produit aux alentours
deC =4 mM (voir figure 24b, dans le chapiR&sultats

Pour résoudre cette discontinuité jeet de vitesse hétérogéne, nous avons procédé

comme suit. Définissaljt; comme la taille du noyau hétérogene calpaél’'équation 7ajf

<jmay, €tj*2 comme la taille du noyau hétérogéne cal@aé I'équation 7bjf = jmay, NOUS

posons I'égalité de ces deux quantités:

L L . — |_0-2:ucc _61'ﬂch
b o b2 dna b= lo,u,. -~ RT.InS]

S . |6, +3RT]
J2 J Jmax J - RTlnS

[az,ucc - él.ppc] _ [61.,upc + 3.R.TJ
lo,u,. - RT.InS] RT.InS

(61 :u pc + 3 R'T)Ullucc

La résolution de cette équation ptnS)donnelnS%  InS° =
RT.(o,u.. +3.RT)
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(éqg. V-13)
Au lieu d'effectuer la transition & = jmax celle-ci est réalisée au moment de la
simulation oulnS = InS° Nous avons vérifié que la valeur (e correspondantg*°®, est
« proche » démnax: en effet, &6 mM par exemple (soity, =0,373 g/ml),j*> = 11,5, tandis
qgue jmax= 13,8. La figure 19 est une copie d’écran d [3onulink© ou cette opération est
réalisée (bloc « C. Concentration des noyaux hgé&ves » ; nb : voir figure 20 pour une
copie d’écran complete de I'environnement de tlaeaiec I'explorateur de modéle, invisible

sur la fig. 19).

>
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Figure 19 :
Le bloc Simulink© de calcul de la concentration degaux
hétérogénes, exploitant la bascule en InS°
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V-3. ENVIRONNEMENT DE MODELISATION ET DE SIMULATION

Simulink© (v7.0/R2007b), sous Matlab© (R2007b ; TMathWorks S.A.S, Sévres,
France) a été choisi pour implémenter le modéfmat effectuer les simulations. Simulink©
est un outil versé dans le domaine de la simulatiomérique. Il est largement utilisé et
éprouvé dans lindustrie aéronautiqgue, automohilelectronique. Il s’agit en fait d'un
langage et d’'une interface graphique dédié a l'émm@ntation, la simulation, et I'analyse de
systemes dynamiques (continus ou discrets). H@st particulierement adapté a I'étude de la
dynamique de la polymérisation de HbS.

D’autre part, Simulink© permet I'implémentation daguations sous forme modulaire.
Les modules sont des éléments de bibliothéque gbtoélémentaires », emboitables et
réutilisables), prédéfinis et fournis, ou conssptr 'utilisateur en fonction de ses besoins.
Enfin, Simulink© est completement compatible aveatlsb© puisqu’il en est une interface.
Ceci signifie que toute les fonctions et fonctiditéa de Matlab© sont accessibles depuis
Simulink®© -y compris des fonctions personnaliséégetbppées sous Matlab©. Les résultats
obtenus sous Simulink© peuvent étre transférésxptoés dans un tableur, que dans
I'espace de travail Matlab®©.

La figure 20 présente une copie d’écran de I'emnment de travail de Simulink®©.
Dans la partie gauche se trouvent un « navigatele modele et la hiérarchie de celui-ci; a

droite est affiché le contenu du bloc sélectionaésde navigateur (ici le bloc « Sorties »).

Les parameétres de simulation utilisés dans Simulinkes réglages suivants ont été utilisés
pour les simulations numeériques :
- Solveur (algorithme d’intégration numériqué€)DE45 (Dormand-Prince)

- Pas variable
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- Taille maximale du pas d'integration est : ¥ s (&2 6 mM) &0° s (& 3 mM),

a25°C

- Tolérance relative (« relative tolerance ») *10
- Taille minimale de pas (« min step size »), taille pas initial (« initial step
size »), et tolérance absolue (« absolute tolerahcAUTO.

Typiquement, ces réglages conduisent & 50-300¢aalduls.
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Simulink© et Matlab© sont installés sur un micraimateur AMD/Athlon (2,17 GHz,
1 Go RAM), avec Windows XP Professionel (versio©20SP2). En regle générale, une
simulation compléte (de la concentration initialesqu’a la solubilité; sans domaines
individualisés) est effectuée en 2-10 s.
Figure 20 :
Copie d’écran de I'environnement de travail de Sink® (le contenu du bloc « Dynamique »,

sélectionné a gauche, est affiché dans la parbée)
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V-4. ANALYSE DES COURBES DE POLYMERISATION ET COMHARAISON AUX

COURBES EXPERIMENTALES

Corpus de données expérimentale&lles proviennent principalement de [Ferrone dk co
1985a], pour la température « 25 °C » (24,4-26,), ans une gamme de concentration
initiale de HbS variant de 0,218 g/ml (3,38 mM) 87 g/ml (5,79 mM). Les données a
«37°C » (32,4 — 40, 7 °C) sont des données nofigasbde Ferrone et coll. (F Ferrone,
communication personnelle): elles correspondenx &ancentrations intiales différentes, de
0,269 g/ml (4,17 mM) a 0,393 g/cm3 (6,10 mM). @galement été exploitées les données
extraites des articles expérimentaux suivants frietder et coll. 1974; Hofrichter et coll.
1976; Ross et coll. 1977; Ross and Minton 1977;sRascoll. 1978; Hofrichter 1986; Eaton
and Hofrichter 1990; Cao and Ferrone 1997; Ivanetvaoll. 2000; Ferrone et coll. 2002;

Galkin and Vekilov 2004; Rotter et coll. 2005a; teotet coll. 2005b].

Normalisation des données de polymérisatioAfin de pouvoir les comparer, les données de
polymérisation expérimentales et simulé€g,( en fonction du temps) ont été normalisées.
Les valeurs simulées ont été normalisée€ya—(C9, c’'est-a-dire la concentration théorique

maximale de HbS disponible pour la polymérisatioes donnee€,,yexpérimentales ont été

normalisées a la valeur maximale du signal

Comparaison des données simulées et expérimentafesur évaluer les performances du
modele et comparer ses sorties numériques aux dsraérimentales, nous avons utilisé
trois criteres quantitatifs principaux. Pour quBti rapidement ces critéres, nous avons
implémenté leur calcul directement dans le modétaunk© (NB : pour tous les calculs, de

9 a 18 points échantillonnés ont été utilisés). @@s critéres sont les suivants.
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1-Le temps de latencé&tant donné son importance expérimentale et sin@ece

pour le processus de polymérisation de HbS, le $edaplatencetq) est absolument crucial
dans la description de ce processus (cf. Chap. Nus avons donc systématiquement
déterminé la valeur de ce critére, exprimé en stefinLa procédure mise en place, utilisée
pour les données expérimentales et simulées, sghante :
(i) déterminations de la pente maximale de la courb@yCp f(t) et du point de temps
correspondant (point d’inflexion, ou la dérivée@mie s'annule),
(i) détermination de la pente a ce point (ie. équat®ia tangente au point d’inflexion),

(iii) ty est calculé comme lintersection de cette tangereeimale avec I'axe du temps.

Nous avons vérifié que pour les données expérinentéa valeur dey obtenue par cette
procédure est similaire, a 30 % pres, au « tentle-t, c’est-a-dire le temps requis pour que
10 % du processus de polymérisation soient attedot®me cela est attendu (cf. [Eaton and
Hofrichter 1990]). Sauf indication contraire, nqarésenterons le plus souvent le rapportydu
simulé auy expérimental de comparaison.

Les figures 21a et 21b sont des copies d’écranbitess Simulink®© du modéle
réalisant cette opération. Des annotations texsigliermettent de suivre le décours des
calculs au sein de ces blocs). La figure 21a (dYCpormalisation » dans la hiérarchie du
modele, section gauche) correspond a la déterramakks deux points « autour » du point
d’inflexion de la courbe&poly=f(t). Les coordonnées de ces deux points sont utilddes le
bloc supérieur Relay-time(cf. copie d’écran, figure 21b), pour calculer fEramétres des

tangentes (A et
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Calcul de la dérivée seconde (u1) Tests: Si la condition estvérifiée, Quand 12 cormptearvaut "

{etmise en mémaire, uz) - confinuité de |a derivee seconde  Onpasse™ et leg valeurs de Cpolynorm correspondent
- Elimination dutemps initial (0} onincrémente un "compteur” & deux points “autour du point dinflexian
~ (Mernory 8) {t1sim, Gsim1), au point dinflexian
Sinon, on passe 0" at

Cpalynormal duidt || dusdt ] {compteur non-incraments) ft2sim, Csim2), un pas de calcul aprés
i1 <0BUZ 08330 [— - — - —,

Detivia  Derivib il {

else [ - h

Memon? [

®7.

ol itul==11 |-
|

I
¥
-;D—p cemsos Y Coim o
L]
> l—_| emond > 0% 1 tzim 50':.
]
e plocmman  commem
R —
ENTREE : SORTIE -
concentration normalisée des monoméres Coordonnées des points définissant
polymérisés simulés la droite tangente au point d'inflexion

Figure 21a:
Calcul du temps de latence : copie du sous-blop&iCsimulé »

B, pente et ordonnée a l'origine), puis les tempdatience (abscisses a l'origine), et enfin le

rapport « simulation/expériencetd, ratio.

2-Déviation moyenne entmmulationet expériencel’écart entre les courbé3poly,

normalisées, simuléegrsusexpérimentales est quantifié par la moyenne dadgsélevés au
carré (“root mean square deviation”, ou déviatioms). La déviatiorrms est calculée entre 1
et 10% de la réaction, pour les analyses de lagphésale du processus, et entre 1 et 99% de
la réaction pour le processus complet. Ces limisnettent de réduire les contributions
artéfactuelles au calcul, des parties initialenalg 0) et finale (signak 1), qui minimisent et

maximisent celui-ci, respectivement.
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Ces calculs sont également effectués directemesei@m du modele. La figure 22 est

une copie d’écran du bloc qui effectue ce calcldqkA. RMS 1 & 99%)»

A Cpoly expérimental B. Cpoly simulé

Cexpl e
Cexpl —
[ B2 » x
s G

Calcul de la pente (413 et de l'ordonnée & l'origine (B13

de I'Bguation de la tangente au point dinflexion 1B1] 3 *
{ Cpoly_expérimental =f{) ) @

Calcul des temps de latence {simule et expérimental),
ie. abscigse & l'origine de la tangente,
et de leur rapport, "tdratio”

Calcul de la pente (A1) et de l'ordonnée & l'origine (B13)
de I'Bguation de la tangente au point dinflexion
{Cpoly_simulé =fif))

Figure 21b :
Calcul du temps de latence : copie du bloc « Déilae »

3-Forme des courbes : degré de sigmoiditiés courbes complétes de polymérisation

sont sigmoides, caractéristique des systéemes aalytcgues. L’équation phénoménologique

de Hill> appliquée & notre cas peut étre écrite sous fiaefor

2 En 1910, Hill proposa une équation empirique,Uatipn dite « de Hill », pour décrire la liaisovopérative de I'oxygene
a I’hémoglobine (cf. http://en.wikipedia.org/).
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Cpoly normalisé =1/[1 + ()" (éq. V-14)

ou, t représente le temps écoulé depuis linitrati® processus ; (Keprésente la
« sensibilité » du processus a la variable tnuétndice de coopérativité du processus.

Le parameétrany permet de quantifier la coopérativité du processissd. le degré de
sigmoidicité de sa courbe représentative. Nous sawdonc utilisé la valeur day pour
comparer quantitativement la forme des courbes agm@risation. Sa valeur peut étre
calculée comme la pente de la droite de régressi@mt la quantitélog[Cpoly /(1- Cpoly)]a

log (t) (une forme linéarisée de I'équation initiale).

Contrile de Cpexp:
an effectue les calculs entre
0,01 et0,99

if(..)

else  ———

Movenne de I'Bcart au carré cumulé, et racine carrée
donnant"rms1499"

Cpalynarmal

k.
w
¥

1L
Calcul cumulatif (ia "Mernory3™) de '&cart au carré _
Cpaolynormal {simulé) - Cpexp (exp. normalisé) ¥ =

else [}
ot -
Comptage des "pas de calcul” effectués
par le simulateur "Memaory 2
Sortie :
Entrées : deviation rms entre la simulation et I'expérience,
Cpexp (normalisé) pour l'intervalle 1 299 % de complétion
Cpolynermal du processus
Figure 22 :

Calcul de la déviation rms entre simulation et aiqce :
copie du bloc « A. RMS 1 a2 99% »
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Pour chaque courbe étudiée, 8-12 points, égaler@pattis de part et d’autre du point
d’inflexion (point de temps opoly_normalisé= 0,5) ont été utilisés pour déterminer la
droite de régression, et nH. Tous les ccefficieatd@ermination sont supérieurs a 0,93.

La figure 23a montre le bloc de calcule des coondes du point d’inflexion (Cpoly

simulé) ; le bloc supérieur calcule les indicesigenoidicité (non représente).

Cpolynormal w1

Mat==1y -
On passe les valeurs suivantes
test: (tsims1, Csima1)
Si Cpolynormal == 0,49 " en sortie "1" at"2"
on incrémente un compteur CMemory 4"
T Al e ]
> -
I CamiEt
O " ':|;5|
11
i i==1g
b
L3
[
2 D {22 Cimmem —p@
Meiung cans
I t T mem T T
MEmOr g =

On conserve les valeurs antécédentes
dans "Memory 5" {Cpolyad) et"MemoryE" (50)
eton les passent en sorties " 3" et"4"

Sorties :

Eitrée : caordonnées du paint o'
Cpolmormal {150, C50)

Figure 23 :
Implémentation dans Simunlik© du calcul de l'inditgesigmoidicité :
bloc « Cpoly simulé »

Analyse statistiqueSauf indication contraire, les résultats stajigts sont présentés comme
moyenne * erreur standard ; I'erreur standard,eneté) est €gale a I'écart-type divisé par la
racine carrée de la taille de I'échantillon (nombeecas). Les comparaisons statistiques sont

réalisées selon le testie Student (unitatéral, pairé) ; | es différenemst considérées comme

significatives au seuil de= 0,05.
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Introduction : Avant de présenter les travaux originaux que reuens réalises, il apparait
nécessaire de situer notre démarche en regardfabelltes rencontrées, tout particulierement
dans les premieres phases du projet. A titre d'@kenhes inévitables erreurs typographiques
qui ponctuent la plupart des publications de madela@athématiques, et les quelques erreurs
« algébriques ou physiques » dans certaines éqgatioont pas suscité efratum Quelle
gue soit leur nature et leur origine, la plupartcde erreurs entrainaient des dysfonctions, des
réponses aberrantes, et/ou des invraisemblancesodéss numeériques du modele. Les plus
importantes de ces corrections sont détaillées tarehapitre V Katériel et Méthodes
section V-2).

En outre, depuis sa publication initiale en 1985miodele de double nucléation a été
continuellement modifié par F. Ferrone et collabewes (cf. Chap. IV et V). Pour autant, ces
modifications sont restées exploitées uniguemens da cadre de la partie initiale de la
réaction (10 %), avec la version linéarisée. Pdeuss, elles n'‘ont pas non plus été
rassemblées en une version contractualisée et etampntre 1985 et 2005, les modifications
apportées par Ferrone et coll. a leur modéle debldounucléation se distribuent,
principalement dans les publications suivantes : [Cao and Ferd®87; Ivanova et coll.
2000; Ferrone et coll. 2002; Rotter et coll. 20034 présentation en reste partielle ou
incompléte en termes de modele, d’équations et aleukss numeériques [Ferrone 2004;
Ferrone and Rotter 2004; Ferrone 2006].

C’est pourquoi la premiere phase de ce travailéadét rassembler, de vérifier, et
d'implémenter 'ensemble de ces modificatioB®ns notre perspective de mise en place
d’'une description dynamiquede la polymérisation de HbS, c’est donc bien la vsion
différentielle « juste » du modéle mathématique quaous avons explorée et exploitée par

intégration numérique.

! hors modifications ou améliorations méthodologiques
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Le chapitreRésultatsest divisé en quatre parties. Dans la premiergepaont décrits
la mise en place du modéle de base et ses casticiges principales, dont la sensibilité aux
parametres, et enfin I'évaluation quantitative @s gerformances, par comparaison aux
données expérimentales. L'aspect le plus imporanmovateur de ce travail est I'analyse
exhaustive de la dynamique du processus modélipélgimérisation de HbS, par intégration
numérique du modele différentiel complet.

L’actualisation exhaustive du modéle de 1985, pdjoraction des modifications
publiées ultérieurement (température, volume exduijvie de I'évaluation et la validation
guantitative de cette version mise a jour constituseconde partie. Une partie des résultats
correspondant a cette phase du projet a été publié

La troisieme partie porte sur la théorie et la n@sglace d’'une description améliorée
de la non-idéalité, prenant en compte simultanéraediynamiquement, le volume exclu des
monomeres ales fibres polyméres. L'analyse quantitative désultats obtenus présentée
ensuite conduit a des nouvelles hypothéses, gtitestées dans la quatrieme partie.

Cette derniére partie des résultats évalue ceréaipscts spatiaux de la polymérisation
de HbS, avec la mise en place exploratoire d'un éfeddécrivant le processus

d’individualisation et d’évolution des domaines.

VI-1. LE MODELE DE BASE

Dans sa version différentielle et intégrée numénment Les simulations présentées

sont réalisées 25°C’, étant donné que
() la plupart des résultats expérimentaux ont ébkenus a cette gamme de

température.

’La gamme de température notée « 25°C » correspded déterminations expérimentales réalisées 2éjdeet 26,1 °C.
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(i) dans les articlegrinceps les données et les calculs présentés sont a cette
température [Ferrone et coll. 1985b; Ferrone dt £8B5a],

(iii) I'effet de la température - comme variablentioue - est détaillé dans la section
suivante (sectioiI-2).

En conséquence, comme nous I'avons souligné skded’évaluation du modele, dans cette

premiéere partie, est fondée exclusivement sur lesnéles expérimentales extraites de

[Ferrone et coll. 1985a]. Enfin, nous présentons analyse numérique de la sensibilité du

modeéle aux cing parametres principaux (cf. TabRabhap. V).

VI-1-A. CARACTERISTIQUES PRINCIPALES ET DYNAMIQUE

Evolution de la taille des noyaux homogénes et hét&nes. Selon le modele de double
nucléation, la polymérisation de HbS dépend étmugtet de la présence -conditisme qua
none de la concentration, et de la taille, des noyaitsc« critiques % C’est, en effet, & partir
de ces agrégats métastables que se développealia@igent les fibres polymeres et ce, par
additions successives de monomeres. La constaatgiagnelle cinétique bimoléculaire
« ks » traduit cette élongation. Dans le contexte dgpothése des deux voies de nucléation,
Ferrone et coll. ont montré que les données expétates i vitro) ne sont correctement
reproduites quai la taille des noyaux (homogéne et hétérogeestsgonsidérée comme une
guantité variable, et non constante comme cela puaétre supposé auparavant [Ferrone et
coll. 1985b ; Eaton and Hofrichter 1990]}. Les dnies secondairéslu modéle que soiit
etj* (tailles critiques des noyaux homogénes —-HON-é&trogenes —HEN-, respectivement)
varient donc en fonction de la concentration desanweres libres, avec laquelle ils sont en

équilibre (cf. éq. 6 et 7a-c, Chap. Matériel et Méthodés

3 Cf. Matériel et MéthodesChapitre V, pour la présentation mathématique ddéte de double nucléation, et cf. Chapitre
IV, section V-3, pour une présentation conceptudli modéle

* Les variables « primaires » étant : f(iJe temps de simulation, ie. la variable indépenela (ii) les trois variable d'état,
c'est-a-direC ([HbS libre]),Cp ([Fibres]), etCpoly ([HbS polymérisés]).

118



Les figures 24a et 24b (ci-dessous) illustrent éd@athdance de la taille des noyaux
« critiques » (homogénes et hétérogenes, respantint) vis-a-vis de la concentration des
monomeres libres de HbS. Cette tadtéique traduit la barriere énergétique que le systéme

doit « franchir » pour que la polymérisation seduige effectivement (cf. Chap. V).
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Figure 24a:Taille des noyaux homogénes Figure 24b: Taille des noyaux hétérogénes

On observe que la taille des noyaux homogéahesugmente continiment, lorsque la
concentration de HbSCf diminue (ici a partir de 6 mM), pour tendre asyatiguement vers
une valeur infinie lorsqu€ tend vers la solubilité de Hb&¢g; trait rouge discontinu, fig.
24a-by. A l'inverse,i* tend vers zéro au-dela de 5 mM de HbS libre. Latfon utilisée pour
décrirei* en fonction deC est continue (réelle et positive) : les valeurs-eatieres devraient
en toute rigueur étre discrétisées, puisque lesawnoyont physiquement constitués d’un
nombre entier de monomeéres ! Pour des raisonsnaelisité®’, nous n'avons pas procédé a

cette modification. La diminution d& lorsque C augmente facilite la polymérisation a

® De plus, afin d'éviter que les termes du modéledgpendent exponentiellement de i* ou de j* (¢f.. &1 et 12Matériel
et méthod@sne franchissent la limite de représentation deshbres de SimulinR (¢°%), & I'approche de la solubilité, nous
avons limité dans les simulations ces deux varsablene valeur maximale de « 272 ».

b et parce quéensembledu modéle est défini mathématiquement comme wérsgscontinu (aux dérivées ordinaires ; voir
Chap IV,Matériel et méthodes
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concentration élevée : a 6 mM, chaque monomére istde factoun noyau susceptible
d’engendrer un polymeére ; par contre, a 3 mM, legaox doivent étre constitués
d’approximativement 65 monomeres pour que la poligatton démarre (voir figure 24a).

Les observations relatives au noyau homogene @std® s'appliqguent également au noyau

hétérogene (fig. 24b). Deux différences existeann#oins :

(i) réquation dg* (€qg. V-7a-cMatériel et Méthodesest une fonction par partie, ce qui
génére une discontinuité=#,1 mM, correspondantjaax valeur deg* pour laguelle
I'accrétion de monomeres additionnels n‘augmentss i surface (donc I'énergie)
de contact entre le noyau hétérogene et la fibre;

(i) en-deca du point de rupture, les valeurs numérigegs tendent progressivement
versi* lorsqueC tend versCs (j* = i* + 1/LnS, €qg. V-7b). Par contre au-dela la
gamme de concentration physiologique de HEB6 mM, les noyaux hétérogenes
sont systématiquement plus petits que les noyamobeéenes. Ceci est di a I'énergie
de stabilisation additionnelle fournie par les iatgions entre le noyau hétérogéne et

la surface du polymére.

Nota bene La méthode de gestion de la discontinuitéj*dest décrite en détail dans le
chapitre V Matériel et méthodesection V-2). Ce probléme n’est pas abordé daneision
linéaire qui a été publiée et décrite jusqu’a pnésen effet, les « variables d’état » y sont

statiques (ne varient pas en fonction du temps)d@énition.

Evolution des vitessesDans la validation et I'exploitation du modele,usoutilisonsCyoy
(concentration des monomeres polymérisés), lamaridétat du modéle qui correspond a la
grandeur déterminée expérimentalement : le sigrpéramental est proportionnel a cette
grandeur [Ferrone et coll. 1985b; Ferrone et c#iB5a]. C'est donc a partir d&,qy (€n
dynamique, ou au plateau d’équilibre, en fin decpssus) que nous déterminons le temps de

latence {y), et que nous calculons la fraction de polyméiasaff, = Cyoly / HbSor).
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Le comportement dynamique du modéle est illustnélgs courbes des vitesses, a
partir desquelles les variables d’état sont predyitar intégration numérique. Les figures 25a,
25b et 25¢ montrent I'évolution des vitesses ddéations homogéne, et hétérogene, et celle
d’élongation des fibres (c.a.d la disparition de®mnomeres de la phassolution,
respectivement. La figure 25d représente I'évolutiotégrée des trois variables d’état du
modele,C et Cyoy d’une part eC, (fibres en élongation, en insert), dans les mé&moasditions
(6 mM, 25°C).Nota bene a cause des dynamiques différentes, les échuli@griques des
axes des 3 courbes sont différentes (cf. ci-de}sous

L’'analyse de ces figures permet de comprendre deactéristiques dynamiques du
modéle. La vitesse homogéne est la seule vitesssaijunon-nulle au temps zéray)(:
autrement dit, seul le processiiemogeneest « actif » au départ de la réaction. Il décroit
régulierement, pour s’annuler peu apres 40 ms. Atade la concentration de monoméres
libres a atteint la valeur de5,1 mM’. L’extinction deVhomogenes€ produit bien avant celle de
Vhétérogene (@pproximativement, au second point d’inflexion décours de celle-ci), et
fortiori avant la fin du processu€ (- Cs, au-dela de 0,6 s). Avant de s’annuMomogen€St
en moyenne du méme ordre de grandeur\fd@roqene La vitesse d’élongation est, quant a
elle, supérieure de4 ordres de grandeur. En effet, comme nous l'awt#ja dit, a forte
concentration, la formation des noyaux (HON et HEESK) « facilitée » par le fait que chaque
monomere représente un noyau, et donc une fibenpelle. L’'équivalence numérique des
vitesses homogene et hétérogene suggere que lesnt@tions des noyaux homogénes et
hétérogenes soient également du méme ordre deegnaritffectivementCi* et Cj* évoluent

de 5.1C% & virtuellement 0 mM, et de 0 & 71MM, respectivement.

! Rappelons que les vitesses homogene et hétérogperdiit de facon extrémement sensible et hautemerdinéaire de

la variation de concentration des monomeres libriesla concentration des noyaux (cf. éq. 11 etQl2ap. V, Matériel et
méthodes), de sorte qu’une diminution « apparemmembdeste) de C se traduit en réalité par une drutale et rapide de
la vitesse —exemple, poug € 6 mM, et une chute de C de 6 a 5 mM, dans laléx de temps correspondant, soit approx.
50 ms, la vitesse homogéne est divisée par 10quasiment annulée ! Dans le méme intervalle, tiessse hétérogene et la
vitesse d’élongation atteignent leur maximum (icf. 25a-c).
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Aux faibles concentrations (< 4,5 mM, non repréSestici), la voie hétérogene
domine -et ce d’autant plus g@tend vers la solubilité. Cela tient aux faits sunts : les
noyaux homogenes sont moins concentrés, et laseiglongation des premiéres et « rares »
fibores homogenesqui en sont issues est suffisamment rapide pour lguaucléation
hétérogéne s’active avant la formation de nouvelieees homogénesA 3,5 mM par
exemple, non seulement la vitesse hétérogéne lesttdl fois supérieure a la vitesse
homogene (alors que ces vitesses sont du mémededpandeur a 6 mM, comme précisé au
§ précédent), mais la vitesse d’élongation ese, ell 10 fois supérieure a la vitesse
homogeéne (alors que le facteur n'est « que » deal® mM). Le tableau 3 résume ces
observations, de fagcon semi-quantitativpour trois concentrations représentatives de la
gamme étudiée (3,5 mM, faible ; 4,8 mM, intermé&diaet 5,8 mM, forte). Ces observations
sont faites dans la fenétre temporelle OkbmVgene Varie de sa valeur maximale initiale
(rapportée dans le tableau) a 1% de celle-ci ;visurs maximales de nMsrogencet de

VglongationSONt €galement reportées dans le tableau.

Tableau 3

Comportements dynamiques différentiels des treesses caractéristiques du modele de double
nucléation : vitesses homogene, hétérogéne etrajatmn.

Observation
V homog. V hétérog. Vélong. Fenétre | Vho/Vhe | VelVho
(mM/s) (mM/s) (mM/s) (sec) -) “)
3,5 4.10% 4.10% 1,2.10° 2-5.10 10* 10%¢
( C|€/|) 4.8 2.10° 4.10° 1,8 1-6.10 101t 10°
m
5,8 8.10% 2.10° 26 5-30.10 1 10

8 (les ordres de grandeur sont pris en compte)
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Enfin, les vitesses tendent a s’annuler a I'appeode la solubilité, par épuisement des
monomeres libres, la supersaturation approchalat d&@eur « unité »§ éq. V-8).

L'intégration des vitesses telles que décritesesisdis fournit I'évolution des variables
d’état, Cp, Cpoly et C. La figure 25d montre la dynamique €@eet deCpoly. En insert,
I'évolution de la concentration des fibres est régm Tandis qu€ et Cpoly évoluent -apres
une dynamique initiale rapide (40-100ms) - relatieat lentement vers leurs limites (0,5-1,5
s), la concentration de fibres en élongatiop, atteint tres vite son plateau (50 ms). A noter
€également que la concentration des fibres estatdrés de grandeur inférieuréCeou Cpoly

(I'écart est de 8 ordres de grandeur a 3,5 mM).

Dynamique et concentration initialePour la polymérisation de HbS, le temps de latence
dépend de la concentration initial&). Avec les paramétres de référence (Table 2, CWap.
Matériel et méthod@s nous avons simulé le processus de polymérisajosqu’a la
solubilité) sur toute la gamme des concentraté&nsiées jusqu’a présent. Les résultats sont
résumés par la figure 26. La concentration des menes polymérisés a été normalisée a sa
valeur maximale (cfMatériel et méthod@spour comparaison. Ainsi pour une concentration
variant de 3,3 a 6 mM (moins d’'un facteur « 2 a)jdynamique de polymérisation couvre prés
de sept ordres de grandeur. Le temps de laten@ emire 1F s (& 6 mM) et 10s (& 3,3

mM).
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Figure 26:
Comparaison des dynamiques de polymeérisationde HbS
en fonction de la concentration initiale

A faible concentration (3,4 mM), le processus seeltibpe relativement lentement, sur deux

décades temporelles (G 10 secondes), tandis qu'a forte concentration (5,8 mMe

déroule de facon plus contractée dans le tempsdappne décade).

VI-1-B. EVALUATION DU MODELE DE BASE

Notre préoccupation primaire est de mettre en plecenodele capable de reproduire

la dynamique compléte de la polymérisation de Hlgda concentration initiale jusqu’a la fin

du processus, ie priori la solubilité. Nous avons donc évalué, de facoplaatoire, les

performances du modeéle, en termes quantitatifs yetardiques. Pour cela les sorties
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numériques sont comparées aux données expérinem@espondant aux concentrations
extrémes utilisées dans [Ferrone et coll. 1985a]dc3,38 et 5,78 mM (a 25°C).
Concentration des monomeéres polymérisésa comparaison des sorties du modele aux
données expérimentales. Le modéle intégré ne reprpds les courbes expérimentales (les
déviations moyennes sont de l'ordre de 0,60). Lesrbles produites par simulation
numérique du modeéle (parametres initiaux, Tablepwiférent réellement des courbes

expérimentales, est portée des figures 27a etcfdessous.

C0=3,382 mM (0,218 g/cm3), 25°C o o

> Expérience ) 0.8F

2
T

— Simulation o €0=5,787 mM (0,373 g/em3), 25°C

O Ferrone 85
Modele

0.6 0.6

'S
T

0.4F

(normalisée a Co—Cs)

Concentration de monomeres polymérisés
Cpoly normalisée

4 5 ) 0.03 0.06 0.09

) 1 2 3
Temps (s) <10* Temps (s)

Figures 27a et 27b:
Evaluation exploratoire du modele initial : intégian compléte jusqu’a la solubilité

Légende de la figure 27. Sorties simulées du modéle, courbes continuedbl@r); déterminations

expérimentales, courbes discontinues (cercles sjuge

Temps de latence Etant donné les mauvaises performances du modéigré) nous avons
cherché a savoir si celui-ci reproduit néanmoinpHase initiale du processus. Nous avons
donc déterminé les temps de latertge €t nous avons observé que ceux-ci sont repduit

avec des rapportg simuldty expérimentalproches de l'unité. Ces valeurs, obtenues avec le

NB : échantillonnage de 8-12 points des courbegrxentales.
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modeéle de base, ne sont pas présentées ici, caériee analyse, réalisée avec une version
plus performante du modéle, est préseiméextensalans la section suivarife Néanmoins,
nous pouvons illustrer le comportement précoce ddéie, par la vérification suivante. Le
rapport du temps de latence simutg gim) au temps de latence produit par I'équation
phénoménologique n'est pas significativement diffiérde 1 (p < 0,18) validée par les
expérimentalistes{ phenom (é€g. IV-2, section IV-1 ; voir Eaton et Hofricintd 990).

En conclusion, cette phase exploratoire montre lguéemps de latence est bien
reproduit par le modéle. Cependant le décours teshple la polymérisation (concentration
des monomeres polymérisés) ne I'est pas du tout. €&¢a repris en détail dans la seconde

partie desRésultatgcf. également Medkour et coll., 2008).

VI-1-C. SENSIBILITE AUX PARAMETRES

L’exploration précédente nous a montré que le neodét particulierement sensible
aux parametres énergétiques. L'analyse systématigusensibilité qgue nous avons menés a
été réalisée « manuellement », sur la base degieantités :

() le degré de polymérisation atteint (a un tercipaisi, avant I'équilibre),

(i) le temps de latence.

En ce qui concerne le degré de polymérisation,alyme a été réalisée aux deux
concentrations « extrémes », 3 mM (& t = $40s0it~30 % de complétion du processus par
le modéle cf. figure 26a) et 5,8 mM (at =40 ms et a t &h%s,~20 et 100 % de complétion,
respectivement). Pour quantifier la sensibilitéaaim des paramétres a été modifié fd¢ et

2 %) de part et d’autre de sa valeur de référenteT@bleau 2) et I'effet sur la variable

10 (de plus, cette vérification a été faite au cowsn stage de DEA)

H moyenne + sem = 2,7 + 1,6 (n = 8) ; en excluant tes 8 points , en raison de sa valeur « excent(épport = 12,5 a

58mM), mtsem=1,1+1,0(n=7).
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évaluée td ou Cpoly) est représenté en pourcentage de la référendégehde du tableau 4,
ci-apres).
Le tableau 4 résume les résultats obtenus par artityse. En ce qui concerne le
degré de polymérisatior©poly), on remarque que :
- de facon générale, la sensibilité aux paramétreoilé forte concentration;
- a faible concentration, la polymérisation est trgmnsible aux parameétres
énergétiques (ex : + 95, - 19, et -52 % p@ydr o1pucc €tosuce, respectivement) ;
- a forte concentration (au cours du développemenradi/namique, c.a.d. @ 40
ms), le seul paramétre influent (+ 20 %) gst
- typiquement, les autres parameétres ont une infRiemaime (ex : +2 % pouk.)
ou nulle;
- enfin, les effets de ces parameétres sont considénant réduits a I'approche de la

solubilité (c.a.d. @150 ms) (seu).conserve une certaine influence, + 6%).

En ce qui concerne le temps de latence, on peetrwdrsgue :
- de facon générale, comme pdIpoly, la sensibilité aux parametres est faible ou
nulle a forte concentration -a I'exception notatigi,. (—25 %).
- a faible concentration, le temps de latence estde@sible @i, etouc (- 50 et +
18 %, respectivement), relativement moinga. (+ 7%), et lI'est peu ou pasé@

et ak..
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Sensibilité du modele de base aux cing paramétiasipaux

Tableau 4

14
N

Variable évaluée (% de la référence
Paia;nftre d%?/glcﬂg?ign ACpoly/Ap. My /4p.
Co = 3mM +3 -1
K, Co = 6 MM (@40 ms) +2 -1
Co=6 mM (@150 ms) +1 S.0.
Co=3mM + 95 - 50
Mpc Co = 6 MM (@40 ms) + 20 -25
Co =6 mM (@150 ms) + 6 Ss.0.
Co = 3mM - 19 +7
C1lcc Co = 6 mM (@40 ms) <1 <1
Co=6 mM (@150 ms) <1 S.0.
Co = 3mM -52 +18
Oolcc Co = 6 mM (@40 ms) <-1 -1
Co=6 mM (@150 ms) -1 s.0.
Co=3mM +1 <1()
(0)] Co = 6 mM (@40 ms) <1 0
Co=6 mM (@150 ms) <1 S.0.

Les valeurs reportées dans ce tableau représéateante de la droite de régression de la vari@béduée (exprimée en
% de la valeur de référence) en réponse a la nmatdn du parameétre considérép(z de -2 a + 2 %) . Dans cette
analyse, tous les ccefficients de déterminatiorédeession sont supérieurs a 0,90. Les valeurstéggsosont arrondies au
% le plus proche. La distinction effectuée a 6 mMre les deux temps de simulation 40 et 150 mssass objet

(«s.0.») pour le temps de latendg,
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VI-2 EFFETS DE LA TEMPERATURE ET DE LA NON-IDEALITE

Dans cette section, le modéle est modifié et njisig en termes de dépendance vis-a-
vis de la température, et en terme de non-idépbidr I'activité du noyau hétérogéne. La
dépendance du modele vis-a-vis de la températtireoasertie en dépendance continue, par
expression analytique des parametres thermodynasiign fonction de la température. La
vitesse de nucléation hétérogene est ajustée avemuwveau coefficient d’activité pour le
noyau hétérogéne, modifiant ainsidanplification#2, telle que posée dans le modele de base
(cf. Matériel et Méthodessection V-1-A.). Le modele résultant est appeldogiele 11 ».

Une partie des résultats (section VI-2-B) de castaments du modéle, concernant la
nucléation hétérogene, a fait I'objet d’'une pulilma [Medkour et coll. 2008]. Celle-ci est

présentéén extensen annexe.

VI-2-A. EFFETS DE LA TEMPERATURE ET VITESSE HOMOGEN

Le modéle de double nucléation dépend eétroitementlad températurevia son
influence sur les cing parametres principaux, etassolubilité de HbS. La version du modele
de base utilisée dans la section précédeésytats VI-1.) ne comportait pas
d'implémentation directe de l'effet de T (hormig termeR .T, qui apparait dans de tres
nombreuses équations).

Les parametres initiaux du model@ableau 2 ; [Ferrone et coll. 1985b]) de double
nucléation ont été déterminés par ajustement deesau modeéle linéarisé a Qo) a la
partie initiale (10 %) d’'un ensemble de courbeséexpentales. Celles ci sont décrites par
I'équation qui reproduit la phase exponentiellecpee [Bishop and Ferrone 1984

Cpoly = A . [cosh(B.t) — 1] (éq. V)-1

ol A et B sont des paramétres qui sont fonctionvitesses de nucléation et d’élongatibn

L'identification a été réalisée simultanément ptes 5 paramétres, avec comme objectif la minirdeatie I'écart
moyen entre I'équation VI-1 et le modéle linéarisé.
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L’équation VI-1 représente une solution au preroreire, obtenue par une méthode de
perturbation [Bishop and Ferrone 1984], de la werdinéarisée du systéme différentiel décrit
par les équations de vitesse de formation des polsn(éq. V-1), d’élongation (éq. V-2) et
de conservation de monomeres (éq. V-3 Mztériel et méthod@¥’. La plausibilité physique
des valeurs numériques obtenues et la qualitéajiestement suggéraient que la description
thermodynamique-cinétique proposée était réalispeste [Ferrone et coll. 1985b; Ferrone et
coll. 1985a]. Cependant, certains aspects quaftitdt modeéle ont été contestés. Ainsi la
premiere utilisation des méthodes stochastiquedadine vitesse de nucléation homogéene de
I'ordre de 100 fois plus élevée que les prédictidmsnodele de double nucléation [Hofrichter
1986; Cao and Ferrone 1997 ]. Comme nous l'avoésig® (Chap. 1V), le modéle conceptuel
a été validé par I'observation [Samuel et coll. @9Néanmoins, les résultats expérimentaux
de Samuel et coll., tout en apportant une détetimmindépendante de la constante cinétique
k., ont rappelé l'incertitude inhérente aux ajustetmaimultanés de plusieurs parametres. Un
nouvel ajustement des (quatre) parametres resktntsne nouvelle caractérisation des
fluctuations de la nucléation homogene se sons ahoposés.

La constante cinétique d’addition des monomeredNous avons montré dans
I'Introduction comment la distribution statistique du temps ds@rstiqué’ de la
polymérisation peut étre utilisée pour détermirewitesse de nucléation homogéne (voir
Chapitre V, section V-4 ; cf. [Szabo 1988]). Catistribution est générée par les fluctuations

du délai d’apparition de chaque domaine issu dhigque noyau homogene.

Ba= fof (g - dfydc) et B =3 . (g - dfy/dc), ol fest la vitesse initiale de la voie homogéng est la vitesse initiale de la
voie hétérogéney &st la vitesse initiale d’élongation, et c, lacentration de HbS (cf. section VI-4-B.; pour détiva, voir
Bishop, M. F. and F. A. Ferrone (1984). "Kineticsnoicleation-controlled polymerization. A perturloatitreatment for use
with a secondary pathway." Biophys4®(5): 631-44, Ferrone, F. A. and M. A. Rotter (2004Crowding and the
polymerization of sickle hemoglobin." J Mol Recoghi(5): 497-504.)

4 Rappel : le temps caractéristique est défini comenéeinps requis pour atteindre 10% de complétiotadeaction
(« tenth-time »).
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Ce temps caractéristique varie de quelques mitisgdes a quelgues centaines de
kilosecondes (soit un intervalle de 8 ordres dendgar, cf. figure 26, section précédente).
Pour les temps « longs » (> 100@5<4 mM), la durée de I'expérience devient prohilaficar
elle compromet, entre autres, la stabilité des ritdlums, et impose des contraintes
rédhibitoires. Pour franchir cet obstacle, Cao etrdghe ont développé une méthode «en
paralléle » qui, tout en accroissant la précisies cthesures, permet d’effectuer un grand
nombre (50-200) de déterminations simultanées [&ab Ferrone 1996]. Le faisceau laser
(qui initie par ailleurs la réaction par photolysest divisé en plusieurs petits faisceaux. Les
volumes de solution définis sont suivis avec unmé&a a haute résolution spatiale, la
dispersion de la lumiere permettant de suivre lan&tion des polymeres. Avec cette
méthode, la vitesse de nucléation homogene, entidoncle la concentration et de la
température, a pu étre déterminée [Cao and Felr@®ig].

La valeur de vitesse obtenue, couplée a la vabeuéramentale dé. [Samuel et coll.
1990] (cf. Chap. V-3, et figure 16), a permis @idifier 'un des quatre paramétres résiduels,
a savoir le potentiel chimique des liaisons intdéuowolaires dans le polymerg,.. Dans cette
version du modeéle (modéle 1), la dépendanck.das-a-vis de la température a été construite
par ajustement d’'ucorpusde valeurs expérimentales constitué a partir aiidle de [Cao
and Ferrone 1997], et de données non publiées &erfFone (communication personnelle).
L’ajustement est réalisé sous Excel©, et I'équaporduite est (n = 6 points expérimentaux,
R?=0,99) :

Ln(k:) = 0,912 Tc**2 (éq. VI-2)

ou, Tcla température exprimée en °&. en mM*.s?)
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Enfin, la dépendance du potentiel chimi<;p1,_|,e15 vis-a-vis de T est construite a partir
des nouveaux résultats expérimentaux [Cao and meerm997{°. L'équation ajustée
est (Excel®, R= 0,94):

o= -1,503 . Ln(Tc) — 2,707 (éqg. VI-3)

OU L4, est exprimeé en kcal/mol.

La solubilité : Les données expérimentales de solubilité de Hbpembis la mise en
place d’'une équation phénoménologique reliant azlée la température (cf. pp116 de [Ross
et coll. 1977] ; pour revue, cf. [Eaton and Hofteh1990]). Nous avons utilisé I'ajustement
guadratique initial (repris par [Galkin and Vekild004], pp48), soit :

Cs= 0,319 - 0,00883TK -273,15) + 0,000125[K-273,15% (éq. VI-4)

ou, Csest exprimée en g/ml, €K est la température exprimée en K.

En résumé, par la détermination de trois parametreastante cinétiquie., potentiel
chimique des interactions dans le polymgysg et solubilitéCs, la dépendance de la vitesse de
nucléation homogéne a été étendue a la températoresidérée comme une variable

continue. Nous avons implémenté I'ensemble de ifetsalans le modele I

VI-2-B. NON-IDEALITE, VITESSE HOMOGENE ET VITESSHHROGENE

L’existence de régions de contact potentiel a tfase des fibres d’'HbS permet a la

nucléation de se produigeir les polyméres préexistants. En effet, pour chadateau de 14

5 Uy, Potentiel chimique, exprimé par mole de mononmrigmérisé, des liaisons intermoléculaires au geirpolymeére,

considéré comme infini —ckatériel et Méthodes.

18] faut noter une différence del,0 kcal/mole entre les valeurs ggdéterminées dans l'articlginceps(Ferrone, F. A., J.
Hofrichter and W. A. Eaton (1985b). "Kinetics o€ldie hemoglobin polymerization. 1l. A double nudiea mechanism.” J
Mol Biol 1834): 611-31.) et celles de Cao, Z. and F. A. Ferrdr@97). "Homogeneous nucleation in sickle hemaigtob
stochastic measurements with a parallel method $iBis J72(1): 343-52., les valeurs de 1997 (utilisées i@néinférieures

(stabilisation énergétique supérieure) a celled 27 (par exemple, a 25°C : -8,61 vs -7,55 kcal/molr 1985 et 1997,
respectivement).
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monomeres constituant la fibre polymére de HbStrgqudes 10 monomeres situés a la
périphérie exposent, le résidu muté Y3él-(de I'une des chaing® non impliqué dans le
contactlatéral [Mirchev and Ferrone 1997 ; Roufberg and Ferrdd@02; cf. Chap. Ill). Ces
résidus constituent tres vraisemblablement les pitéférentiels de la nucléation hétérogene.
L’agrégation de HbS se produit a hautes conceatraten hémoglobine (=3 mM,
soit 0,19 g/mi)’ in vivo et in vitro (Eaton and Hofrichter, 1990). Par conséquent, la
description thermodynamique du processus d'ass@®mbldoit prendre en compte
'encombrement macromoléculaire et la non-idéalés solutions qui en résulte (cf. Chap. I,
section 11l-4). L’encombrememhutuel de 'hémoglobine tétramérique (« monomépew la
polymérisation) a été bien étudié, et le ccefficidactivité de Hb (ou HbS) a été déterminé
dans des expériences « colligativé$[Ross and Minton 1977; Ross et coll. 1977 ; Ross et
coll. 1978; Prouty et coll. 1985].
Ce ccefficient d’activité a permis de rationalisee@succes la solubilité de HbS et son
influence sur :
— la polymérisation en présence d’agents macromaéesl « encombrants » mais
non-polymérisants,
— la copolymérisation -partielle ou son absence, tdésumutants de I’hémoglobines,
ainsi que des conformations d’HbS partiellemere Bél'oxygene [Minton 1977 ;
Hofrichter 1979 ; Adachi and Asakura 1982; Mardeéncell. 1988; Eaton and

Hofrichter 1990; Poillon et coll. 1993].

En ce qui concerne lavitesse homogeneet linfluence de la non-idéalité

d’ « encombrement moléculaire », le probléme attdié selon une approche connue sous le

17 S0it une supersaturatio8 € y.C/).Cs, cf. ég. V-8 Matériel et méthodésle= 1,2 (2,9 mM) ; 46 mM, S > 50.

18 se dit des propriétés d'une substance qui ne dépegue de sa concentration moléculaire et nda dature méme de la
substance)
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nom de« scaled particle theory $SPT). Grace a cette description physico-chimidas,
coefficients d’activité d’objets moléculaires peutvétre déterminés dans les cas ou leur
géométrie est similaire. Le cas le mieux traitélegplus fréquemment utilisé, est celui de la
spheére, ou pseudo-sphere pour 'hémoglobine (pample, cf. [Guttman et coll. 1995]). Le
modeéle SPT s’est avéeré pertinent et efficace peéarigk la nucléation homogene [lvanova et
coll. 2000]*.

La nucléation hétérogenequant a elle, pose un défi encore plus ardu. Eticpher,
le noyau hétérogene se formant a la surface d'lynyawe, la SPT ne semble pas appropriée.
En effet, d’'une part, la réaction de nucléatiops®luit entre deux « phases », la solution et la
surface du polymére, et d’autre part les particuhéses en jeu ont des formes différentes
(« cylindrique » pour les fibres, « sphérique » rpl@s monomeres et les noyaux, composite
pour la fibre portant un noyau).

Originellement [Ferrone et coll. 1985b], la destidp du ccefficient d’activité du
noyau hétérogéne supposait le ccefficient d’actiditépolymére égal a celui du polymere
complété du noyau agrégé (cf. Modéle de base : tHgge #6 et Simplification #2, Chap. V,
Matériel et méthod@sMais, nos vérifications ultérieures ont montuée gette hypothéese de
travail n’était pas valide. Ainsi, contrairementla nucléation homogéne, la description
guantitative de I'effet du « macromolecular cronwgimsur la vitesse de nucléation hétérogéne
viala SPT est inadaptée [lvanova et coll. 2000].

L’inadéquation de la SPT pose des problemes sérguxermes de modélisation
mathématique -et de simulation numérique. Entreeapute modele de double nucléation
utilise les énergies d’attachement des noyauxgestédjuations cinétiques, toutes grandeurs

dépendant directement —ou indirectement, des ctnatiems ET des activités calculées dans

19 Brigvement, les auteurs montrent que la SPT petmeprédire quantitativement —sans paramétre addiioet sans
ajustement numérique de parametre, - diminutiorvitesse homogéne induite par la présence d'une fiéfioe non-
compétente, en I'occurrence HbA Ivanova, M., R. jlasti Kwong, R. W. Briehl and F. A. Ferrone (2000)onideality and
the nucleation of sickle hemoglobin." Biophy392): 1016-22.. Par exemple, a la concentratiohld8 de 4-5 mM+300

g/l), la substitution de la moitié de HbS par Hig8uit la vitesse homogéne d’un facteut-10%.
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le modele. Ou encore, les contacts intermolécidajed donc les énergies mises en jeu)
contribuent a I'agrégation, gin fine méne —ou contribue a laétiologie drépanocytairér (vo
Introduction Chap. Il, 11l & IV). Au niveau moléculaire, enabsence ddescription réaliste
des phénoménes impliqués, il est impossible dbattni un sens aux termes énergétiques
impliqués dans le modéle. D’autre part, étant donfigfluence considérable -
physiopathologique et thérapeutique, des hémogisbimon-compétentes (oxy-HbS, HbF,

HbA), il apparait qu'une description juste et «a&xstive » de la non-idéalité et des

ccefficients d’activité correspondants est absoluniedispensable Enfin, ces critiques et

précautions se trouvent confirmées par le fait gqwa de leurs résultats expérimentaux
[lvanova et coll. 2000], et pour une descriptiomsplexacte de la nucléation hétérogéne,
Ferrone et coll. sont revenus susimplification #2du modele de base (Chap 5, section V-1-
A).

Comme nous le verrons dans la troisiéme partierémdtats, je me suis appuyée sur
une déclinaison particuliére de la SPT«leonvex particle theory » ou CP[Boublik 1974],
qui permet la description de solutions macromokiices ou les particules peuvent avoir des
formes géométriques différentes -pour autant qulessei soient convexes (cf. Annexe lI).
Application de la CPT a la description de la nonédlité du noyau hétérogene telle que
mise en place par Ferrone et al. (2002)ans I'équation différentielle de base décrivant |
vitesse de formation des fibres polyméres (éqg. N Natériel et méthods le second terme a
droite correspond a la voie hétérogene. Il est figoddar I'introduction d'un facteur
multiplicateur, le coefficient” (« big gamma », [Ferrone et coll. 2002]. Ce coadfitiest en
réalité lerapport du ccefficient d’activité des polymeres « nus >eluicdes polymeres ayant
fixé un noyau hétérogene activé (donc de tgillel), soit), / yp-+1). En détall, la vitesse du

processus hétérogéne s’écrit (sous la forme k.A.B):
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Vhétérogene~ ke . yC .{] .G (K j*-@] 1. Goont (ég. VI-6)

ou,

k. est la constante cinétique d’addition des monomeugdibres et aux noyaux,

y.C est I'activité des monomeéres libres,

¥ .G est l'activité des noyaux de taiffe en solution

Cooly €St la concentration des monomeres polymerisés),

gest la fraction de surface du polymere disporloler la fixation des noyaux de taijte

Le terme entre les accolades représente l'actefitéctive des noyaux hétérogenes (c.a.d.
fixés aux polymeres).

Le gain effectif apporté par le ccefficieni (Ferrone et al., 2002) au modéle de
double nucléation est résumé par la figure 28 essdus, figure extraite de [Ferrone et coll.
2002]: fig. 3, pp104): les symboles “cercles"”, réal et "triangles" représentent les données
expérimentales et les traits -continus et poirgtillés sorties du modele; l'insert fait référence
a la version antécédente du modéle de Ferrondlet'carrés” 35°C, "cercles ouverts" 25°C,
“triangles pleins et cercles pleins”, 15°C On obsenon seulement que l'amélioration
obtenue se limite a la gamme de température "350@ls de plus qu'elle est partielle (cf. fig.

28, "carrés ouverts" inserersusfigure principale).

0.55 0.6 0.65 0.7

log ¢ (mM)

Figure 28 (extraite de Ferrone et al., 2002)
Le paramétre phénoménologique B en fonction dedogC
validation de « big gamma »
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Plusieurs remarques doivent étre faites. Tout a@bsi le modele (linéaire) reproduit
bien les données, I'examen de la figure 3 de thrtde [Ferrone et coll. 2002] (pp404) et de
son encart (résultats de 1985 ; cf. figure 28 sisds) suggere (i) que le « gain » d’'ajustement
manifesté par rapport au modele initial est modesteabsence (triangles) ou en présence de
30 % (cercles blancs) de HbA, et ce malgré la sspation log-log, (i) le gain n’est notoire
gu’'avec 50 % (carrés). Notre interprétation deréssltats est que le modéele initial est en fait
pertinent (version linéarisée), y compris en préser modérée » (30%) du cosolute
macromoléculaire non-polymérisant HA La présence du facteur de non-idéalité
n‘améliore veéritablement le comportement du modgle lorsque la contibution a la non-
idéalité de I'agent non-polymérisant atteint 50%.

Pour terminer cette analyse critique -nécessaireuie le passage déterminant a la
dynamique qui constitue la clef de volte de natedil, il faut constater que, dans le cadre
de la description d’une solution qui présente ucoertbrement moléculaire important (> 10
%), I'application d’une théorie -supposée pertieene peut se réduire a une seule espece (les
noyaux hétérogenes), et doit étre étendue auxsaespeces, en l'occurrence les noyaux

homogeénes (au travers ge; ), et les monomeres (au traversple

Effet de la température Afin d’unifier 'ensemble des données expérimesgatie
vitesse hétérogene -collectées a différentes teahpés (en fait, le paramétBe« exponential
growth rate ¥" " *9, des fonctions analytiques dépendantes de la tenupé deuor, tewo?,
etIn @, ont été construites (Ferrone et al., 2002, 20Dd%. équations thermodynamiques
correspondantes requierent chacune trois paramdogs par exemple I'équation décrivant
Leor €n fonction de la températurgy étant une température de référence arbitrakéefa

20°C)

20 (nb : en absence d’information statistique suajestements réalisés).
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u, o (T)=p 0/(T,)+AH | I_Tlo I+ A C,-Tn {% ) (éq. VI-5)

ou, uccor (kcal/mmol) est I'énergie d’interactioH; (kcal/mmol) et4C,; (kcal/mmol/K)
sont, respectivement, I'enthalpie et la capacitérdmue correspondant au terme d’énergie
de contacli.o1. Deux autres équations similaires existent, peur etin @. La dépendance
vis-a-vis de la température de chacun des trasdernergétiques de contact « hétérogéene »
introduit donc 3 parametres, I'entalphie, la caggacalorifique et la valeur de référence.

Ces équations thermodynamiques ont été insérésdelanodele.

VI-2-C EVALUATION QUANTITATIVE

L’évaluation quantitative exhaustive des perforneencdu modéle de double
nucléation, corrigé et mis a jour (cf. ci-dessustieas VI-1, et VI-2 A-B), dans sa version
dynamique a fait I'objet de la publication [Medkoetr coll. 2008]* présentéén extensoen

Annexe. Nous résumons ici les observations ettagsude cette publication.

1. La version différentielle du modéle de double natt, numériquement intégrée
jusqu’a la solubilité, reproduit bien la phase prE (« exponentielle ») de croissance
des polymeéres (déviation moyenne 24 % a 25 °C, et & 1 % a 37 °C). Ce résultat
(attendu) se traduit par une prédiction correctetaiups de latence par le modéle
intégré, en particulier a 25°C (rapport de=t1,0£ 0,2 , et 1,3t 0,5, a 25 et 37°C,
respectivement).

2. Cependant, le modele proposé et corrigé par Feebnell. diverge guantitativement

au-dela des dix premiers pourcents de la réachwpc des déviations moyennes

2 Une partie des résultats ont également fait I'oljet présentations en congrés nationaux, l'une q@FBT, Sté

Francophone de Biologie Théorique, 2006 , St-Floetr);autre affichée RIAMS & IPG (Résaux d’Interacts Analyse,
Modélisation et Simulation & Integrative Post-Gernics(2007, Lyon)
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(«rms ») de 4& 4 % a 25 °C, et de 622 % a 37 °CCette déviation est due au fait

que le modele reproduit insuffisamment |'autocagalycaractéristique de la
polymérisation de HbS. En effet, I'indice moyen gsigmoidicité,ny, des courbes est
de:

- 15+0,1p.r.a5,8+0,6 a25°C
- 1,0+0,1p.ra 59+0,7 a37°C.

3. Par ajustement numérique de debud: et ¢) des trois parametres impliqués dans la
description du processus hétérogene, nous avonanpéliorer notablement les
performances du modéle :

- déviation =13+ 1% a 25°C (48% pour le modele natif), 205% a 37°C
(modéle natif, 62%),
- ny=3,0£0,2 a25°C (1,5 pour le modele natif), 2,6,4 a 37°C (modéle
natif, 1,0).
4. Pour étre significatives (p < 0,01) les amélionasicont partielles, et un écart subsiste

entre les sorties du modeéle « ajusté numériquemetit les données de référence
(sigmoidicité : 2,6-3,0 par rappat5s,8).

5. Conclusion, l'autocatalyse présentée par le modsteinsuffisante et la description

physicochimique de la nucléation hétérogéene retydiétre affinée.

Analyse :Si I'on considére le véritable succes quantitaéifld version linéarisée du

modéle, telle quelle a été exploitée par Ferronead. depuis 1985, il peut apparaitre

%2 Ferrone, F. A., J. Hofrichter and W. A. Eaton (18B5'Kinetics of sickle hemoglobin polymerizatioh. A double
nucleation mechanism." J Mol BiéB34): 611-31, Cao, Z. and F. A. Ferrone (1996). "Ah50rder reaction predicted and
observed for sickle hemoglobin nucleation." J MabIBI56(2): 219-22, Cao, Z. and F. A. Ferrone (1997). "Hgereous
nucleation in sickle hemoglobin: stochastic measergs with a parallel method." Biophy§X1): 343-52, Ivanova, M., R.
Jasuja, S. Kwong, R. W. Briehl and F. A. Ferrone (@0tNonideality and the nucleation of sickle herodgn.” Biophys J
792): 1016-22, Rao, M. J., A. Malavalli, B. N. ManjuR. Kumar, M. Prabhakaran, D. P. Sun, N. T. Ho, €. Rl L. Nagel
and A. S. Acharya (2000). "Interspecies hybrid Hb&mplete neutralization of Val6(beta)-dependenyperization of
human beta-chain by pig alpha-chains." J Mol B60(5): 1389-406, Ferrone, F. A., M. lvanova and Ruj#@$2002).
"Heterogeneous nucleation and crowding in sicklendglobin: an analytic approach.” Biophys83(1 Pt 1): 399-406,
Galkin, O. and P. G. Vekilov (2004). "Mechanismshomogeneous nucleation of polymers of sickle amdmia hemoglobin
in deoxy state." J Mol BioB36§(1): 43-59, Rotter, M., A. Aprelev, K. Adachi and K. Ferrone (2005a). "Molecular
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surprenant gue le modele différentiel intégré dieex autant » des résultats expérimentaux

Nous analysons et interprétons ces écarts commetsgquences des éléments suivants.

Tout d’'abord, la description du processus hétéregém fonction continue de la
température, a nécessiié fine 'optimisation simultanée de 9 paraméffesvéme si le
corpusde validation était constitué de 51 courbes erpgEmiales (dans une gamme combinée
de concentration et de température), cela consfiareconstruction, une source d’erreurs liée
a toutes les combinaisons numériques possiblesalatons (et au probleme des minima
locauxy" 2

L’examen des publications relatives au modele déblgonucléation de 1985 a 2004
montre que les optimisations successives ont faumnieu de paramétres ayant quelque peu
évolué. Etant donné que chaque modification du theottevalide de factola construction
numérique antécédente, ceci n'est pas surpredansté que le jeu de parametres est réaliste
et qu'il peut étre utilisé comme une base numéritpigavaif*.

D’autre part, la quantification expérimentale dogassus hétérogene est basée sur la
grandeur phénoménologigi: Or, B résulte lui-méme, comme nous l'avons déja évoqué,
d'un ajustement. Ceci contribue évidemment a atterdés incertitudes numériques (étape
numérique supplémentaire, approximations utilises$a fonctioncosh...). De ce point de
vue, le modéle intégré et dynamique complet que nswavons développé dans ce travail

permet, par construction, le calcul exact de toutetes quantités Ceci nous affranchit

crowding limits the role of fetal hemoglobin in thpy for sickle cell disease.” J Mol Big#7(5): 1015-23, Rotter, M. A., S.
Kwong, R. W. Briehl and F. A. Ferrone (2005b). "Hetggneous nucleation in sickle hemoglobin: expertaleralidation of
a structural mechanism." Biophy89%(4): 2677-84, Vekilov, P. G. (2007). "Sickle-celidmoglobin polymerization: is it the
primary pathogenic event of sickle-cell anaemia?JBtaematol 392): 173-84, Medkour, T., F. Ferrone, F. Galactend
P. Hannaert (2008). "The Double Nucleation Model ®ickle Cell Haemoglobin Polymerization: Full Intagon and
Comparison with Experimental Data." Acta Biotheor

% Malgré l'isolation de la vitesse homogéne, rendossjble par la détermination expérimentalédg@q. VI-2 et VI-3) Cao,
Z. and F. A. Ferrone (1997). "Homogeneous nucleatio sickle hemoglobin: stochastic measurements witparallel
method." Biophys J2(1): 343-52..

4 Nous n'avons pas, dans ce travail, effectué dhigition numérique des parameétres, cach{gcunedes modifications,
définitive ou provisoire, 'aurait, par principegus, (i) la quantité de calculs aurait été, simbgdibitoire, du moins
problématique (a cause de la gamme de conditiopériexentales, combinée a la nature dynamique doepsois). Etant
donné la taille et la combinatoire du probléme digorithmes évolutionnaires de type « génétiquesraient sans doute les
plus adaptés a cette tache.
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d’hypothéses numériques additionnelles, et nouséneo de I'utilisation d’'une fonction
secondaire pour exprimer la vitesse hétérogene.

Ensuite, le modeéle vise -par définitiona-reproduire la polymérisation de HbS sur toute
I'étendue des conditions expérimentales utilis€&¥scette gamme est tres large, en termes de
concentration (de 3 a 6 mM) et de température fa B5°C). En termes de modele, cette
gamme est emprunte de conséquences numériquamstdhsidére la large sensibilité du
processus a la concentration (cf. courbes d’éwmiute la taille des noyaux par exemple,
figures 24a-b, section VI-1) Enfin, l'utilisation méme d’'une version linéariséu modéle
différentiel (c.a.d. ave€ statique, figée &, donc taille statique des noyaux, figée a la waleu
initiale ; polyméres et terminaisons ignorés, ete) permet pas d'approcher la réalité des
phénoménes. En fait, comme nous I'avons montré tarsectionMatériel et méthodes
(section V-1-B), les termes, cecefficients multiptears ou exposants des équations principales
(ég. V-1, V-2 et V-3) sondles fonctions d€ (concentration des monomeres libres), donc des
variables dynamiques elles aussi. L'ensemble deléasents nous ameéne tout naturellement

a la question:Les cing parametres du modéle doivent-ils étre cotemts ?

La conséquence des deux derniéres observations (&tae des conditions
expérimentales, et modeéle linéaire « statique »)tegue les cing paramétres du modele
sont définis comme des constantes (indépendantes t@mps, comme de la concentration,
initiale). Hypothése légitime dans le cadre statiqgidu modele linéarisé a g; elle doit étre
remise en question dans le modele dynamique. Cent&is de ces constantes pourraient
varier avec C (et/ou t). A cet égard, nous avons mé les réflexions suivantes, pour

chacun des paramétres.

» Rappelons que la principale méthode utilisée poduine la polymérisation est précisément le « sauteinpérature »
(voir Chap. IV).
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« La «constante » cinétiguasimoléculaire d’addition des monomeéres aux fibeesaux

noyaux, k., a été déterminée expérimentalement. Par conseégaewaleur numérique
doit étre utilisée telle quelle et invariante. @'es que nous ferons ici.

* Le potentiel chimigueppc, caractérise les interactions entre monoméreshif al sein

du ppymeére. Il ne dépend que de la structure de celat-doit, a ce titre, étre considérée

comme une constante.

* Les termesnuc. et osuc. Sont des combinaisons numeériquiesparameétres énergétique

(uco) et geometriquess( et o). lIs ddinissent le potentiel chimique des interactiongeen
le noyau hétérogéne en fonction de la taille duanoyétérogéne (cfMatériel et
méthodes En combinaison avec la fraction de surface dinpere effectivement
disponible pour la nucléation hétérogéne, représepar le parametr@, o et oouce
permettent de déterminer la concentration des noyatérogenes, donc la vitesse

correspondante. Dans l'équation VI-6 (cf. plus halg terme[;{*.Cj* . K Jﬂ

représente la__concentratiofnormalisée par monomeére polymériseé) des noyaux

hétérogenes, fixés aux polymér[ag*.q* . K 141] Le produit(K' ~.¢) a donc la
dimension d’une constante d’équilibre de fixati@s coyaux (taille j*) aux polymérdg

étant, par définition, une fraction de surface ddymere). Il correspond au terme
d’énergie additionnelf® de stabilisation des noyaux hétérogénes di auactsentrele
noyau et le polymere, selon [Rotter et coll. 2005b]

—RTIK'.0=—RTInd+ jpccoj* + poco,Inj*
J “ “ (éq. VI-6)

%5 Etant libres en solution, les noyaux homogéeneséméficient pas de ce terme additionnel.
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Les trois parametres « hétérogénes » sont donaémendants. Or, si la définition
méme (au moins initiale) de (fraction de surface du polymere susceptible deléation)
implique a priori qu’il soit constant, il n’en est pas de méme powk. et ooucc .1l faut donc
postuler qu’ils évoluent en fonction de la concatidn de HbS, initiale aussi bien que
dynamique.

A cet égard, il est hautement significatif que,<lantre étude :

1) ooucc et paient d étre modifiés simultanéntént

2) les modifications requises de évoluent avec la concentratior ¢ ordres de

grandeur ; cf. Table 2 dans Medkour et coll., 2008)

LLE+02
y=0,0054¢l1737% °
R>=0,3643
1.E+01 - ‘ .
1L.LE+00 ¢
- .I T 1
= K 5.5 6 6.5
2 1E-01 -
£
$ 1LE-02 -
= ®25°C
=]
o LE-03 -
3
S 1E-04 - 0373
=
LLE-05 -
LE-06 ~ y = 8E-17¢7.16462
¢ R>=0,9076
1.E-07 - .
Concentration totale de HbS, CO (mM)

Figure 29:
Variation du facteur de correction appliqué au paretre @
en fonction de la concentration de HbS

27 Le peu d'influence apparent dgu.. est probablement lié & sa faible valeur numérigieeplus d'un ordre de grandeur
inférieur aou ; cf. Medkour et al., 2008)
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En ce qui concerne 'ampleur de la gamme de canditexpérimentales a couvrir, la
figure 29 présente I'évolutigren fonction de la concentration (et dans les dgammes de

température « 25°C » et « 37°C »), de la valeufagdteur correctif appligué au parametpe

(simultanément a 1,4 &uc). Ceci est requis pour obtenir une amélioratigmi§icative des
courbes simulées par rapport aux données expéataen(cf. Table 2 du manuscript en
Annexe [Medkour et coll. 2008]. On constate que la valearrective nécessaire diminue
exponentiellement au fur et & mesure que la corat@m décroit & 25 °C (p < 5.10ddI = 6)

et a 37 °C (p < 0,08, ddl = 4). Ces observatiomgsrent que l'influence du paraméequi
conditionne l'autocatalyse- est minimisée a ford@aentration. Or c’est a ce niveau que la
vitesse homogéne domine (cf. section VI-1E&olution des vitesspsPar contre, a faible
concentration, ou vitesse hétérogene et autocatadgsninent largementy devient plus
important, d'ou la nécessité de le modifier en éppence. L'examen détaillé de la figure 29
suggere que, a 25 °C, I'évolution du facteur cdifeoit en réalité biphasique, c.a.d. décrite
par deux droites successives -la cassure ayantali@uenvirons de 4 mM. C’est a cette
concentration que les noyaux hétérogéenes atteideentaille maximalejmax(cf. Matériel et
méthodes « gestion de la discontinuité ») et que I'énemgecontact correspondante sature.
Ceci pourrait expliquer une autocatalyse insuffisget 'augmentation de la pente du facteur

en fonction de C).

En conclusion, les modifications apportées dante aaiction au modéle (description
plus fine de la nucléation hétérogéne et de sotr@erpar la non-idéalité de la solution), ont
permis d’en améliorer significativement le comporémt et de le rapprocher des données

expérimentales. Néanmoins, le modéle dynamiquee rest diverger des courbes
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expérimentales, en particulier par défaut d'autmgae. Nos hypothéses principales pour
expliguer cette divergence concernent :
- la description incompléte de I'encombrement molgicel de la solution, et des
conséguences sur la non-idéalité,
- la nucléation hétérogéne, déterminant majeur dedtatalyse,
- le jeu invariant de parametres -conséquence ddifiggation réalisée avec un

modéle linéarisé et statique.

VI-3. AMELIORATION DE LA DESCRIPTION DE LA NON-IDEALITE

Nos résultats présentés dans la section précédagtgerent que l'inadéquation du
modeéle corrigé «big gamma » (modéle ) soientsd(en particulier) a la description
incompléte de la non-idéalité et du processus bgéfre. C'est pourquoi, j'ai affiné la
description de la non-idéalité de la solution. A effet, j'ai pris en compte les fibres
polymeres dans le calcul des ccefficients d’actig#gé monoméres et des noyaux —ainsi que
par I'introduction explicite du ccefficient d’actteéi de ces mémes fibres. Pour ce faire, nous
mettons en place des équations qui répondent sinéritent a la taille, a la forme et a la
concentration des fibres polymeéres au fur et a neegwielles apparaissent et s’allongent avec
une réduction concomittante de la concentratiormdmomeres libres. Ce faisant, je dois
revenir sur l'une des simplifications majeures dodgéle initial, qui postulait dominante
I'espéce monoméfé Cette simplification, pertinente pour la partiétiale, est invalidée dés
lors que la présence et le volume exclus des pabsrfermés deviennent significatifs.

Je présente ci-dessus les théories utilisées poualtul des ccefficients d'activité,
avec les équations correspondantes, Puis, nouenpo@s les résultats obtenus et les

performances du modéle modifié, le modeéle Il (cadgle « non-idéal, CPT »).

?8 _sa seule concentration étant par conséquent gmisempte dans les différents coefficients d’aetivi
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VI-3-A. THEORIE ET APPLICATION

Comme nous l'avons précisé, de facon préliminage,Introduction (Chap. I,
section 1ll-4-A.), les milieux biologiques, et tospécialement les milieux intracellulaires tels
gue le cytosol, different des solutions idéales dmurx points importants. Tout d’abord, ils
contiennent une concentration totale élevée de onamlecules solubles (300-500 g/l),
majoritairement des protéines chez les Eucarygisr (revue, voir [Zimmerman and Minton
1993]). Dans I'érythrocyte, seule 'hémoglobine passente a forte concentration (~350 g/l).
A de telles concentratiofts le volume de solution occupé par ces mémes madéomies ne
peut étre négligé, la fraction correspondante pouveprésenter 20-40 % du volume
intracellulaire. De plus, celui-ci est véritablemstructurépar la présence de divers réseaux
et assemblages moléculaires, dont les composantsytisquelette, filaments d’actine,
microtubules et filaments intermédiaires.

Ces conditions et I'environnement local influencdatfacon décisive I'évolution des
réactions. Ainsi, I'encombrement macromoléculairst-ie capable de modifier les
caractéristiques cinétiques et thermodynamiquesréastions d’'agrégation protéique, en
particulier lorsque les réactants (ou les complexgansitionnels) interagissent

différentiellement avec les espéces « d’arriére-pléZimmerman and Minton, 1993)

L’encombrement macro-moléculaire et ses conséqgsesce la non-idéalité des
solutions est décrit au premier ordre par la SRiEdfie que nous avons présentée en
Introduction section [lI-3). La théorie des particules conwex@PT) constitue une

amélioration considérable de la SPT : nous I'avexgloitée dans notre travail. Ahnexe |

2 équivalentes a 2-10 mM, selon le poids moléculdise000-200 000 g/mol)

0 Lorsque les macromolécules, solubles ou strucagetie participent pas directement a une réactdicpliere, elles sont
considérées comme espéeces « d'arriere-plan » kedracnd species »).
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présente en détail, (i) les bases de la CPT, fiyliadtre application de celle-ci au cas qui
nous concerne de solutions de HbS polymérisanteagmeres + fibres), c’est-a-dire :
- les hypotheses géométriques et physiques queavons posées,

- la dérivation des équations que nous avons éealis

VI-3-B. EVALUATION DU MODELE 11l « NON-IDEAL, CBT

Dans la premiére partie de cette section, je ptéderjeu de parametres utilisé et leur
dépendance vis-a-vis de la température (M. IvanevaF. Ferrone, communication
personnelle}. Dans la deuxiéme partie, je me suis attachéeaatifier le comportement de
la version linéaire, avant d’effectuer I'évaluatiqoantitative du modele dynamique intégré
dans la troisieme partie. Dans la derniére pambes présentons I'analyse qui sert de substrat
au modele «domaines » développé dans la sectiaiefidesRésultats(VI-4. Modéle
« domaines »).Une partie du travail présenté datis section a été effectuée en collaboration
avec la défunte docteur Maria Ivanova et le praess-. Ferrone lors d’'un stage que jai
effectué dans leLaboratoire de Physiquedirigé par ce dernier Drexel University

Philadelphie).

VI-3-C. PARAMETRES DU MODELE

Nous présentons ci-aprés les modifications apporté® nouveau modele,

comparativement a celui utilisé dans la sectiocguaénte.

31 Celui-ci est issu d’'ajustements réalisés entre 20@007 par Ferrone et coll., sur la base de lsimedinéaire du modele
« big gamma » (cRésultatssection VI-3, pour une description de la versigagrée).
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» Constante cinétigue d’addition du monomeér&,, en fonction de la température

(mM.s?) :
k, =8.1944x10" x exp({lﬁ) (VI-7)
KxR

Energie d’activation :-13,9 kcal/mole

TK = température absolue, exprimée en K

Commentaire: Dans les versions précédentes du modele, noimsawtilisé un
ajustement phénoménologique des donnéesgrk fonction de la température (éq. VI-2).
Toutefois, afin d’avoir une description réalistegus avons procédé a un ajustement des

données selon la loi d’Arrhénitfs

» Potentiel chimigue des liaisons intermoléculaidams le polymere par monomeére

polymérisé [(ipc), en kcal/mol:

/. =|0.0034(T,)? - 0.2305T, - 403 (VI-8)

Commentaire Pour le calcul dgipc en fonction de la température, nous avons remplacé
'ajustement logarithmique utilisé auparavant @id. VI-3) par I'ajustement quadratique ci-
dessus (éq. VI-20) qui reproduit sensiblement miesxdonnées et la forme de la courb (R

= 0,97versus0,94).

» Paramétres énergétiques-géométriques qui décidigison du noyau hétérogene a
la surface du polymere (kcal/mol). Je repontextensdes expressions utilisées pour

le calcul des trois parametres de modele, swite., goiicc (en kcal/mol), ety (sans

32 Nous avons vérifié que les valeurskde= f(T) sont identiques, a moins de 5 % pres (résultatpnésentés).
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dimension). Ces équations sont extraites de [Feratrcoll. 2002] et [Rotter et coll.

2005b].
T, 29316
ou. =lou . 20+dH 1-—L—)+dC_ xT, xIn VI-9
1lucc [ 1lucc 1( 29316) pl K TK ] ( )
T, 29316
ol =[o,4.20+dH,(1-—X—)+dC_, xT, xIn (VI-10)
olee =[O, 2 ( 293_16) o2 X Ty T. ]
dHe, 1 1 dC., |, 29316
=exp[Ing20+ —_—— + xIn VI-11
v pling2 R (TK 293.16) R Ty ] ( )

ol , o1c(20), o2uc(20), et Ing(20) représentent la valeur du paramétre correspondant a
température de reférence (20°C = 293 H;, dH, etdH, d'une part, etdCp, dCp, et

dCp, dautre part, représentent les enthalpies (indémetes de T) et les capacités
calorifiques, pour les différents termes de contids qu’ils sont référencés par les indices
«1» pouroylicc , «2» pPOUOlc: , €t «@» pour lui-méme. Le tableau 5 présente les

valeurs des constantes thermodynamiques utilisses cbs équations.

Table 5 : Constantes utilisées pour le calcul des paramétresgétiques de la
nucléation hétérogéne (équations VI-21 a VI-23)

0,1 20 = 0,092 kcal/mole

0,14, 20 = -5,76 kcal/mole
In¢20 = 6,54 (sd)
dH, = -83,39 kcal/mole
dH, = 1120,6 kcal/mole
dH¢ - -3,28 . 16 kcal/mole
dC,, = 0,27 kcal/mole.K
dC,,= -3,63 kcal/mole K

dCW - 1,1323 kcal/mole K
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VI-3-D. EVALUATION DE LA VERSION LINEAIRE

Compte tenu des ajustements, tatonnements, et rasd® modifications successives,
(majeures et mineures), que j'ai d0 apporter auateo(tf . section précédentes), nous avons
évalué la version linéaire du modéle Ill, avantnd'éudier en détail le comportement
dynamique intégré. Les équations correspondantédgtaillées ednnexe lll

Avec Simulink®©, nous avons implémenté les équatmiscipales du modéle linéaire
(éqg. Alll-4 a Alll-7), couplées aux équations «aedaires » (taille des noyaux, ccefficients
d’activité et constantes d’équilibres, éfnnexe Il). En fonction de la concentration de HbS
(Co) et a différentes températures (15, 25, 35 °Q)sravons recalculé :

(i) le termelog(B?A) (éq. Alll-3), qui caractérise la vitesse homoggnigale **, et
(i) le termelog(B) (€g. Alll-2), qui caractérise « principalementa»\itesse hétérogéne

initiale 4,

Quelle est la dépendanc€gade ces deux termes caractéristiques ?

Les figures 30a et 30b illustrent les résultatebs a 25 °C pour le terme homogéne
et pour le terme hétérogéne, respectivement. Ostatenque le modéle linéaire reproduit bien
les données de référence (voir Tableal G tableau 6 rassemble mes résultats en termes de

déviation moyenne (« rms ») entre les points simatdes points expérimentaux.

B J est constant dans le modéle linéaire (cf. Anndxéd. Alll-6)

3 Comme le montre I'équation VI-25, le terrBene dépend pas exclusivement de la vitesse hém@pgéais intégre

également une influence de la dérivégdtl,.

35 . Lo s L . .
Des résultats similaires ont été obtenus par Fereincoll., avec leur propre implémentation sousldh© du jeu
d’équations linéaires (communication personnelle).
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Modeéle linéaire a 25°C :
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Figure 30b
Modéle linéaire a 25°C :
Vitesse hétérogene initiale (logB) en fonction de C
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Tableau 6
Comportement quantitatif du modele linéaire :
Déviation moyenne entre les simulations et les dearxpérimentales

Log:o(BA) Log.d(B)
15°C 1,472 0,354
25°C 0,691 0,182
35°C 1,191 0,190

L’examen du Tableau 6 indique que la version lirs&a du modele 1ll, « non-idéal, CPT »,

reproduit de fagon satisfaisante la partie pré¢h0e%) des courbes expérimentafes

VI-3-C. ETUDE DU MODELE DYNAMIQUE INTEGRE

Nous avons comparé le modele dynamique intégrédamnées expérimentales de
référencé’. Les figures 31 et 32 comparent les courbes sisudéx courbes expérimentales :
- dans la gamme « 25°C » (figure 30,= 3,66 - 5,79 mM, T = 24,4 - 25°C,
- dans la gamme « 37°(figure 32),Co = 5,16 et 5,79 mM, T = 39,2 et 36,4°C,
Le tableau 7 résume I'ensemble des résultats obtenu
L’examen des figures 31-32 et du tableau 7 perreatahstater que le modéle « non-
idéal CPT » reproduit les données expérimental@g°€ et a 37°C (écart moyen = 0,19 et
0,29, respectivement), tout en conservant le tedgsatencetl_ratio ( rapport desgj=
0,84), et ce pour une gamme de concentration atlard a 6 mM. La sigmoidicité (donc

'autocatalyse) simulée reste néanmoins inféri@ueesigmoidicité expérimentale (2/@rsus

3 Considérant I'échelle logarithmique pour les grams@A et B (cf. Figures 30a et b ; et Tableau 6), les valetesreur
rapportées (de 0,7 a 1,5, et de 0,18 a 0,35 , cbgpment) correspondent approximativement a desies d’'un facteur 10
pourB?A (qui varie sur 15 ordres de grandeur), et d’utefac2 pouB (qui varie sur 6 ordres de grandeur).

3" pour rappel, leorpusde données expérimentales couvre une gamme dertomon de=3-6 mM, et une gamme de
température de 15-40 °C.
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5,8, et 2,3versusb,9, respectivement). D’'un point de vue quanfitats améliorations sont
comparables a celles que nous avons obtenuesgjastement numérique » des parametres

(cf. section VI-2-C ; Medkour et coll., 2008).
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Figure 31
Comportement du modele intégré (25°C) : dynamigéeotltion des polymeres
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Figure 32

Comportement du modele intégré (37 °C) : dynamitjéeolution des polymeéres

Le modele lll, « non-idéal, CPT », rend compte a@edalité biologique de facon bien plus
satisfaisante que la version Il (« big gamma »hsdaquelle la description de la non-idéalité

se restreignait aux monomereg( )) et aux noyaux hétérogenad /; cf. section VI-2-B).

Toutefois, les améliorations apportées au modétgid par la prise en compte des
monomeres edes fibres polymeéres par la théorie CPT, ne comcerpas toute la gamme de
concentrations. En effet en-deca=9 mM -et au moins & 25°€, jobserve un décalage
guantitatif (écarts moyens0,6-0,7 ettd ratio < 0,5). Ce décalage se traduit par une

augmentation considérable de l'indice de sigmdi@i¢iH_sin), qui dépasse les valeurs de

® Le corpusexpérimental ne contient pas de concentrations4<éM, pour la gamme « 37°C ».
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références expérimentales (5-6), pour atteindre ddeurs importantes,a priori peu

vraisemblables (23-129 ; cf. Tableau 7).

Tableau 7

Comportement quantitatif du modéle intégré

Co T Temps td_ratio nH_sim nH_exp Ecart
(mM) (°C) (s) (sim/exp) (« rms »)
5,79 24,4 0,4 1,1 2,3 4,1 0,21
5,13 24,9 2 0,7 2,6 7,3 0,18
4,81 26,1 5 0,8 2,7 5,6 0,13
4,17 25,6 40 1,0 2,9 7,0 0,26
3,96 25,0 150 0,6 3,0 8,4 0,17
MzSEM* n.a. n.a. 0,84:0,09| 2,740,1 6,5t0,7 | 0,19t0,02
3,66 25,0 1200 0,5 80 7,7 0,55
3,52 25,0 12 000 0,3 23 4,9 0,73
3,38 25,0 50 000 0,5 129 8,3 0,69
6,10 32,4 0,10 1,2 2,2 4,0 0,26
5.79 36,4 0,15 0,3 2,1 6,0 0,20
5,46 351 0,40 0.37 2,3 6,8 0,26
5,13 39,2 0,30 0,6 2,3 6,4 0,18
4,17 37,1 8,0 1,1 2,6 6,5 0,39
4,17 40,7 10,0 1,1 2,4 6,4 0,42

M+
n.a. n.a. 0,780,16 | 2,3:0,1 6,0t0,4 | 0,29t0,04
SEM**

* moyennes et écarts calculés pour CO 3,96-5,79(ank 25°C ») . **, moyennes des 6 valeurs de largam

«37°C »; n.a. non applicable. La colonne « Tempasrespond a la fenétre temporelle dans laquelle s
développent les données simulées et expérimentales.
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VI-4. LE MODELE « DOMAINES»

VI-4-A. DU MODELE 1lIl VERS LE MODELE IV : DEMARCHE

Dans la partie précédente (VI-3), nous avons comgr présenté le modéle Il (« non-
idéal, deux classes, CPT »), qui considere ddasses de particules « encombrantes » (au
sens macromoléculairé) Nous avons montré que cette description affiré&don-idéalité
de la solution conduit a une amélioration consiolérat significative des courbes simulées,
par rapport aux courbes expérimentales. Toutefainélioration s’estompe et disparait en-
deca deCy = 4 mM (voir Tableau 7, section précédente).

L’analyse approfondie du comportement du modele«lHon-idéal, deux classes,
CPT » en fonction de {hous a menés a formuler une hypothese pouvangaeplsa faillite
aux faibles concentrations. Cette hypothese estlitabsence de descripteur géométrique du
processus de polymérisation. Pour justifier cegfgothése, nous reprenons, dans le tableau 8,
les principales grandeurs issues de simulationgngoes du modele 11l a 25°C :

- les concentrations des especes, Cyoy),

- les ceefficients d’'activitéy =1 , /),

- la taille et la concentration des noyaitx j¢, C i, G-)

- les vitesses d’élongationg( o), homogeneyon) et hétérogeneven).

De facon générale, le modeéle tend vers des linmtesériques (et/ou physiques) a
faible concentration (ici, 3,5 mM). Si I'on conside par exemple, la vitesse homogene et la
valeur de ses déterminants a 99 % de complétionppstate que :

- la taille des noyauxi*, tend vers la limite imposée (225 vs. 272, cf. [Chil,

Matériel et méthodes), tandis que leur concentma@gr, tend vers « 0 », et

et équation générale All-1Annexe I
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- malgré 'augmentation du coefficient d’activité desyaux activésys; , vers 16%

(limite de Simulink®), la vitesse,gn, S'annule (16°%; (cf. éq. V-1, £ terme du

membre de droite).

Si I'on compare les trois vitesses caractéristigiiesnodele (élongation, homogéne et

hétérogene), on constate que I'élongation desdilbst numériquement la plus importante :

VELo(50%) = 16 & 102 mM/, tandis que yon (init) = 10%-10"° mM/s et vien (50%) = 10-10

& mM/s (voir aussi figure 33).

Tableau 8
Principales variables et grandeurs du modéle I125C

C tsim y | i C Yir+1 VHoNn J* Cj r VHEN Cp Veo | Cpoy
mM s sd sd mM sd mM/s sg mM sd mM/s mM mMis mM
t0 5,8 0 120 3 3,7E-07 2,8E+08 1,2E-02 1 0 2,9E-04 | 0,0E+00 | 0,0E+00 0 0,0
mid* 4.4 0,027 63,6 4 3,2E-08 1,3E+08 4,2E-04 2 8,8E-02 4,6E-04| 5,3E-01 9,8E-03 123 1,4
fin 3,1 0,042 33 6 2,7E-10 1,1E+08 1,3E-06 3 0,014 5,0E-04| 3,4E-02 1,3E-02 54 2,7
t0 5,2 0 47 4 2,8E-08 7,8E+07 3,2E-04 2 0 4,3E-04 | 0,0E+00 | O,0E+00 0 0,0
mid 3,8 0,194 25,7 6 3,30E-10 7,1E+07 1,6E-06 3 0,006 4,3E-04| 1,3E-02 3,4E-03 14,4 1,3
fin 2,6 0,356 13,8 12 3,2E-15 1,4E+09 5,4E-12 7 1,0E-04 4,8E-05| 8,7E-06 3,7E-03 4,2 2,6
t0 3,5 0 8 17 2,0E-15 1,0E+09 2,0E-13 10 0 5,0E-06 0 0,0E+00 0 0,0
mid 2,2 1410 14 14 6,8E-25 1,0E+18 1,0E-21 9 1,7E-05 1,4E-06| 3,50E-08 | 1,2E-05 0,010 1,3
fin 0,8 1691 15 225 0 1,0E+30§ 1,0E-308 | 243| 3,5E-21 2,5E-134 5,0E-152 | 1,3E-05 0 2,7

*, « mid » correspond au temps de simulatiorCpgy vaut 50 % de sa valeur maximale ; « fin » corrasip®d 99 %.

NB : 1,0E+/-308 correspond a la limite de repréastion des nombres dans Simulink®©.
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Figure 33
Vitesses du modele (lll) & 50% de complétion

Alors que la vitesse d’élongation des fibres,oy domine a toutes les concentrations,
sonratio aux deux vitesses de nucléatiopoyet \en, €volue différentiellement avec celle-
ci, comme le montre la figure 33 :

- 45,8 mMM, ¥o/Vion = 3.10 et VeLo/Vien = 2.1C
- a3,5mM, ¥o/Vion = 1.10°et Ve o/Vien = 3.16

Autrement dit, plus la concentration diminue pliraportance relative de I'élongation
(qui conditionneCyqy) par rapport au processhemogene(et, dans une moindre mesure,
hétérogene) augmente (ces deux processus conditib@y). On peut donc calculer un

nombre moyen de monomeres polymeérisés par fiBgg,/C, et en déduire une longueur
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moyenne de fibf&. La figure 34 représente le résultat obtenu erdéimprocessus (99%), en

fonction de G (nb : I'axe vertical est en échelle logarithmique)

10000 ~
Modéle Il

'_\

o

o

o
1

100 -

y = 1E+09¢H136x

Longuer moyenne des fibres (um)
o

01 - R2=0,9747 *
0,01 T T T . T )
3 35 4 45 5 55 6
Co (mM)
Figure 34

Longueur moyenne des fibres (25°C)

Il s’avere que la longeur moyenne des fibres predoar le modéle Il est del00 pum
a 3,5 mM, tandis qu’elle est de de I'ordre de Opi (200-700 nm) a 5-6 mM. Or, c’est cette

mémelongueur moyennqui intervient dans les équations des ccefficidrastivité CPT {4

K+1 €t /75 voir Annexe I, variablé ).
Expérimentalement, il a été montré qu’'a forte cotedion les domaines (donc les
noyaux homogénes qui les ont engendrés) sont «nmeomly et de taille modeste, et

inversement a faible concentration (voir [Christoph coll. 2005]). Autrement dit, la

40 L'opération consiste a (i) diviser le nombre de mméres par fibre ((,/C) par 14 (14 monomeéres par plateau de fibre
polymere ; Chap. Ill), puis (ii) multiplier le résat par le diametre d'un monomere, soit 6,1 nm.
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distribution de longueur de fibres des « petitomdines, obtenus a forte concentration, est
étroite car la majorité des fibres apparait el@@e quasi-simultanément. Ce n’est pas le cas
a faible concentration ou la vitesse d’apparitias choyaux homogénes est suffisamment
faible pour que les fibres précoces aient le tenhipss’allonger davantage que les fibres
tardives, ce qui entraine des disparités de losgeur

Etant donné que les équations CPT)dg.; et/ sont largement non-linéaires En
(ainsi qu’env et Cp), l'utilisation de cette longueur moyenne a faibtecentration ne parait
pas pertinente, voire erronée. Par contre, a tmbeentration ou les noyaux homogenes sont

prépondérants (relativement aux faibles conceptajj cette approche semble justiffée

VI-4-B. LE MODELE « DOMAINES »

Dans le but d’affiner le modele, et pour tenter mlier la faillite du modéle
précédent, nous avons, dans cette derniere partr@whil, développé une version « spatiale »
du modele dans laquelle :

0] la nucléation homogéne et la nucléation hétérogensont plus dégénérées en
une variable &bres» unique Cp, voir €g. V-1), mais individualisées en
Co(homogenefd’0rigine homogene) &€, nswsrogenefd Origine hétérogene),

(i) la « Solution » est caractérisée par un voldime dans lequel a lieu le processus
de nucléation homogene (et les bilans de matiére),

(i)  les « Domaines » sont comptabilisés et ils sonaatérisés par leur propres

nucléation hétérogene, fibres, élongation et ceeffts d’activite.

1 'examen du Tableau 8 met en évidence que le rap@@Ci* (une mesure du nombre de fibres hétérogémer fibre
homogéne —donc par domaine) =50° & forte concentration, tandis que ce rapportl€8t a faible concentration.
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Nota bene Au cours de la phase exploratoire des (nombeefi§eversions d'essai de
modeéles « spatiaux » -avec individualisation demaloes, nous avons été fréquemment
confrontés a des problémes liés au temps de caldal a la puissance de calcul de
'ordinateur utilisé (plus particulierement liédaamémoire vive effective et a la gestion de
cette mémoire par le logiciel Simulink© pour le citage temporaire des valeufd) C'est
'une des raisons pour lesquelles nous avons mondes deux versions du modéle
« Domaines » (ou modele V) présentées ci-apré$ :ufie version « préliminaire »,
relativement moins sophistiquée, que nous avorgsédi pour accélérer les corrections,
'analyse et le développement (modele IVa), étldiversion la plus aboutie de ce travall, le

modéle IVb.

Les équations du modele « domaines ka mise en place des équations, ainsi que les
parameétres spécifigues de ce modele « Domainesrsigns IVa et IVb) est détaillée en

Annexe IV

Les hypothéses du modéle « domaineskes hypotheses et simplifications du modeéle
« domaines » (modeéles IVa et b) se résument coraihe s
1. Les fibres polymeres de HbS ne sont pas distribdéemaniere uniforme dans la
solution, mais elles sont localisées et organiséass des structures appelées
« domaines » ; les monomeres libres sont répaetfagbn isotrope dans $alution
2. Lasolutionest définie par son volume, par la concentraties onomeres libre€)

et leur ccefficient d’activité)), ainsi que par la concentration des noyaux homogénes

“2 Entre février 2007 et mai 2008, période de réflexéd dévelopement du modele « domaines », noussalué, utilisé
(et sauvegardé) 10-12 versions « principales s diux versions présentées ici sont I'aboutissemertde long travail de
maturation.

43 De tels problémes étaient totalement inexistamisc &es versions « O-D » (sans dimension) précédgntodéles |, Il et
IIl —aussi bien leurs propres versions exploragiseit 2-3 par modéle finalisé )
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hY

(HON) ; le ccefficient d'activité des HON activégi.1, est calculé a partir des

propriétés (C, get | ) moyennées de la solutifef. Annexe V).

3. En lution, le nombre des futurdomaines(HON activés, ou « proto-fibres ») est
obtenu par intégration de la vitesse homogéngy \suivie d'une discrétisation
(arrondi & valeur entiér&)

4. Chaque domaine est produit par la séquence suivante

o activation d’un noyau homogéene (aolution), pour donner une « proto-fibre
homogene »

o élongation de celle-ci jusqu’a une longueur minen@quise (seuillage) pour que
le processus de nucléation hétérogene puisse peodies noyaux sur cette proto-
fibre => apparition d’'un nouvealomaine

o la nucléation hétérogene et I'élongatitotales assurent la croissance de ce
domaine.

5. Dans chaque domaine, les fibres hétérogénes somitabilisées (intégration dea
locale), et allongées Mo locale).

6. La concentration des monomeres libres est suppsgé méme, dans la solution ET
dans tous les domaines ; cette hypothése est Isasde fait que la diffusion des
monomeres de HbS est plus rapide que leur polyat&ns (€longation et

nucléations).

44 . P . . .
« Un » domaine est par définition représenté parambre entier.
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VI-4-C. EVALUATION DU MODELE « DOMAINES »

Modele « domaines »simplifieComparativement acorpusexpérimental exploité, la
version IVa, « simplifiée », du modéle « domaine®uwrnit les résultats qui sont résumés
dans le tableau 9. En raison des difficultés l@@temps de calcul et/ou a la mémoire vive
disponible sur le micro-ordinateur utilisé, nous@s restreint I'analyse aux concentrations

inférieures ou égales & 4,17 mM (et & « 25 %€ »)

Tableau 9
Comportement quantitatif du modéle « domaines pldié 1Va

Co T Vs td_ratio nH_ratio Ecart #domaines/#fibres
(mM) (°C) (f) (sim/exp) | (sim/exp) | («rms ») (a2 99 %)
4,17 25,6 452 0,02 0,38 0,37 106 / 38770
3,96 25,0 337 0,07 0,95 0,33 12 /8084
M+SD? n.c. n.c. | 0,040,04| 0,5%0,6 | 0,3%0,03 n.c.
3,66 25,0 337 2 210 0,46 1/1618
3,52 25,0 337 5 10 0,77 1/1210
3,38 25,0 337 97 40 0,69 1/931
M+SD’ n.c. n.c. 35450 | 10°+10° | 0,64+0.11 n.c.
4,17 40,7 452 0,01 0,35 0,32 1678 / 59340
M £ SOf n.c. n.c. 0,20,1 | 0,3a:0,03 | 0,33t0,01 n.c.

3 b ¢: moyennes et écarts-types (SD) calculés pour@ 25(3,96-4,17 mM), « 25°C » (3,38-3,66 mM) , et
«37°C» (4,17 mM), respectivement; n.c. non calcul Les valeurs considérées comme
« erronées/inacceptables » sont soulignées.

* par exemple a 4,17 mM (0,269 g/ml) il est nécessdiinitialiser dans Matlab®© la variable qui reprate le nombre
maximal de domaines (« d ») du modéle a 2-3000s(dar conditions, le temps de calcul pour atteiféréo de la réaction
est supérieur a 2h, avec de plus des saturatioria demoire qui imposent des coupes-sombres danmtiele —liés a
I'affichage et a I'enregistrement, interdisant amalyse compléte du modéle ) ; a la concentrationédiatement supérieure
dans le corpus expérimental (4,81 mM, soit 0,31l)g/md » doit étre initialisé a 6-8000, conditidntalement
« rédhibitoire » dans notre contexte.
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Les figures 36a, 36b et 36¢ illustrent les réssitabtenus a 3,52, 3,66 et 3,96 mM,
respectivement. L’examen du Tableau 9 montre quengdeéle domaine, dans sa version
simplifiée (IVa) ne représente pas de gain par oeppu modele If. Par exemple, si on
compare les données a celles du Tableau 7 (septiérédente), on constate que non
seulement les criteres ne sont pas améliorés 8ptret 3,7 mM (« faibles concentrations »),
mais que deux d’entre eux sont quantitativementadis (la déviation quadratique moyenne
« rms » restant élevée, en I'occurrence procheds) :

- le rapport des temps de latence passe de (3385 !

- l'indice de sigmoidicité s’accroit considérablemde rapport sim/exp augmentant
de=10 (modeéle Ill) vers 10(modeéle IVa).

Néanmoins, nous avons remarqué qu'a ces faibtexentrations, les courbes
simulées sont déplacées a droite des courbes mardeles (c’est-a-dire que le modele IV est
ralenti relativement au modele 1ll, cf. Tableau 7).

Nous avons également reporté dans le Tableau @ntdre de domaines et le nombre
de fibres obtenus en fin de processus (a 99 %4d¢). La figure 35suivante résume les
résultats obtenus avec les conditionscdrpusexpérimental utilis€, dans la gamme « 25°C »
et entre 3,4 et 4,2 mM. Comme il était attendupdenbre de domaines produits augmente
avec la concentration initiale de monomeéres d’Hb® est & noter enfin que la température
augment considérablement le nombre de domaindsl7amM, la seule concentration testée

dans la gamme « 37 °C » (37,1 et 40,7 °C), le nendler domaines est multiplié paB0,

tandis que le nombre de fibres est multiplié nfesttiplié que par3.

% Le but, au moins initial, de ce modéle domainet étai tenter d’améliorer le comportement quantitpéf rapport au
modele Il aux faibles concentrations (cf. sectiid-A. et Tableau 8). C’est pourquoi, au vu dedicliftés informatiques
nous n’avons pas détaillé le comportement du mdd¥&leux concentrations supérieures a 4,17 mM .

" Nous avons vérifié la réponse (sensibilité) du nwdedes modifications de Vs : par exemple enti@ @5500 fl, a
I'exception triviale du nombre de domaines et dmhree de fibres (qui varient linéairement avec lir@ !), aucun de nos
trois critéres d’évaluation ne sont significativetnmodifiés (résultats non représentés).
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En conlusion, la version simplifiee du modele wdmes », n‘améliore pas les
performances quantitatives de notre modele dynanjmodéle 111). Nous avons donc, dans
une derniére étape, tenté d’affiner encore la desmm des domaines et de la solution. La
démarche que nous avons suivie pour cette ultinséndéson du modeéle est explicitée en

détail enAnnexe IV

100000
W Fibres
fores Modeéle Iif [

¢ Domaines

10000 -

v = ?E_0564,?658x

2=(.9525
1000 | - R*=0.952"

100 4

Nombre obtenu a 99 % du processus

10 -
y = 2E-10e6,35%6x
- ° R*=0,9038
0-.1 T T T T 1
3.2 34 3.6 3.8 4 4.2
Cp (M)
Figure 35

Nombre de domaines et nombre de fibres du modal€BrC)
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Modele « domaines » détailléNous avons tenté d’améliorer la description indielle des
domaines. Essentiellement, le modele détaille, Bédifférencie du modele simplifié par le

fait que chacun des domaines posséde (non seulemgmbcessus hétérogene et une vitesse

d’élongation locale) mais également (vAimnexe 1Y :
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- une concentration propre de fibré&s, tot_dom
- une longueur moyenne propre de fibtesy _dom

- des parametre® de non-idéalité et un cecefficiedftqui lui sont propres.

Nota bene Pour les raisons de temps de calcul et/ou deaménive déja évoquees,
le modele IVb n’a pu étre simulé avec le micro-pateur utilisé jusqu’ici (un portable Dell
Latitude®©, Intel Pentium R 1, 6 GHz, 1 Go RAM, awindows XP SP2). Les simulations
gue nous avons avons effectuées l'ont été surtatiersde calcul Precision PWS690, Dell©
(Intel Xeon CPU, double processeur 5110 @1,60GH2, 8Go RAM). Cette station est
installée dans l'unité Inserm U927, Poitiers, awatlabR2007b, sous Windows Vista
Edition Intégrale.

Avec cette configuration informatique, nous avonsiuée le modele Vb, aux
conditions présentées dans le Tabledll 2es résultats obtenus n'ont pas apporté
d’améliorations significatives par rapport au med&a. En effet, dans la gamme « 25°C » :

-a«4mM»(n=2:3,96 et 4,17), le rapport sroyes indices de sigmoidicité est de
0,35+ 0,05 (nH_sim = 3,& 0,2), et I'écart moyen est de 0,2®,06 ;

- aux concentrations inférieures a 3,96 mM (3,4;3e7 comportement est identique a
celui du modele simplifié, c’est-a-dire que la sajdicité « explose » vers des valeurs dans la
gamme 50-120 (rms > 0,5).

Les mémes observations sont faites a la tempérdture37°C » (4,17 mM ; résultats

non présenteés).

48 Les temps de simulation sont de I'ordre de la meir{pour CO < 4,2 mM, soit un nombre maximal de dio@s, d = 500,
a 25°C).
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VII-1. PREAMBULE A LA DISCUSSION
Dans le cadre dun projet de biologie intégrativeéfini au niveau
physiopathologique de la drépanocytose, et cibdatdrme une application clinique (projet
Drépasim), la description précise et dynamique docgssus physico-chimique de
polymérisation de HbS est une étape indispensébienous basant sur I'hypothése de la
double nucléation et sur le modéle du méme nomrgRer et coll. 1985] nous avons
développé le projet présenté ici. Outre la misaug, jla vérification et la correction du modeéle
initial, ainsi que l'implémentation avec un outiedlé a la modélisation-simulation des
systemes complexes (Simulink®©), l'originalité davail réalisé résident dans :
- I'intégration numérique du modéle différentiel etxgmour obtenir une dynamique
compléte du processus,
- I'évaluation quantitative par comparaison aux de@snéxpérimentales, sur la base
de trois criteres différents,
- l'amélioration des modeles construits par la prise compte progressivement
détaillée de la non-idéalité des solutions polysaries de HbS, et enfin par une
spécification préliminaire des aspects spatiatix,les domaines de polymeres de

HDbS.

Nous avons précisé dntroduction que I'hypothése d'un mécanisme a deux voies,
homogene et hétérogéne, pour la polymérisatioa déVeloppement des fibres de HbS a été
amplement confirmé expérimentalement. Elle est dadmise. De méme, le modéle de
double nucléatiomitial est accepté et validé. Pour autant, celui-ci av&idé exclusivement

dans les dix premiers pourcents du processus, anecversion_linéarisée et statiqde

systeme différentiel. Par ailleurs, les modificaicapportées au modéle entre 1985 et 2005,

par ses créateurs n’'ont été ni rassemblées netesté une version compléte, mise a jour, et
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dynamiquedu modélé En conséquence, dans la perspective intégrativnamique du
projet global, la pertinence et la fiabilité doodéle de basee double nucléation de la
polymeérisation de HbS étaient inconnues.

Notre motivation originelle était basée sur I'hypege que l'intégration numérique,
sur toute la dynamique, du systeme différentielstiturerait une base de développement pour
aborder « rapidement » I'influence des effectelmgsppathologiques de la polymérisation —
oxygénation et HbF en tout premier fiedvec cette idée directrice, nous avons implémenté
et intégré le modele de base de double nuclédborant cette étape, nous avons observé que
diverses erreurs et incomplétudes entrainaientdgsfonctions ou des aberrations dans le
comportement du modéle, y compris en dynamique.ef\pes (longues et) nécessaires
corrections et vérifications, incluant la dérivatialgébrique des différentes équations, nous
avons pu disséquer le comportement du modéle assaitynamique.

L'intégration numérique exacte que nous avons séalidu modéle de base établi
clairement que celui-ci n'est pas en mesure deodefre les courbes expérimentales de
progression de la polymérisation de HbS, et q@duiert d’étre complété et/ou amélioré.
Dans la mesure ou il n'est pas envisageable d'&potd modélisation du niveau
érythrocytairé sans une description réaliste de I'agrégationsrenons été progressivement
conduits a redéfinir le projet pour en refocalisebjectif sur le niveau physico-chimique et

moléculaire de la polymérisation.

“ Non plus que la définition et/ou la présentationipdation des valeurs numériques de nombreux pdramdu modéle.

% Ceux-ci constituant avec la concentration de Hb aettdmpérature, des facteurs primordiaux de la biitéa

interindividuelle observée en clinique (voir ChHpet IIl)

3 Ni, a fortiori (i) la cyto-rhéologie (viscosité, déformabilité, orphologie), et (ii) le niveaumicrovasculaire

(hémodynamique locale, interactions cellulaireaditésions, etc)..
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VII-2. SYNOPSIS DE L’'EVOLUTION DES MODELES | a IV

Avant d’'aborder la discussion proprement dite degods des différents modéles
présentés dans ce mémoire, il est utile d’en reiediles caractéristiques principales et les
raisons de leur évolution. Depuis le modelddse(modéle I, section VI-1), jusqu’au modéle
« Domaines » (modéle V), le Tableau 10 décritdasctéristiques principales de ceux-ci, en
termes d’encombrement macromoléculaire et de néalité de la solution.

Dans le modéle dBase seuls sont pris en compte les monoméres pouiredégmon-
idéalité de la solution, avec la théorie SPT (d&tdParticle Theory »). Le modéele I
constitue notre version corrigée et mise a journdodéle de double nucléation, avec
I'application d’une théorie plus détaillée et plpsrformante de la non-idéalité, la CPT, qui
permet de traiter les solutions composées de plsiadissemblables et convexes (« Convex
Particle Theory »). Du point de vue de la non-idéail faut observer que dans ce modéle Il :

0] la CPT est appliquée au seul le noyau hétérogeN Hau travers du

ceefficient/™, et

(i) le seul monomere est considéré comme espece mdémiuitaire

contribuant & 'encombrement de la solution.

Or, au cours de la progression de la polymérisatehibS :

- les monoméres sont consommes (et non pas stadps
- ils sont convertis progressivement en fibres polgse dont la forme_ et
I'encombrement induit (dans la solution) ne sonSRAuivalents.
En ce qui concerne ce dernier point en effet,g$) fibres polyméres peuvent, en premiére
approximation, étre assimilées a des cylindresr (@biap. 1), (i) la densité du polymere

(=0,69 cni/g) est telle que le volume occupé par un nombmnéade monoméres{,79

4 rapport du ccefficient d’activité de la fibre polyreé< nue » a celui de la fibre sur laquelle estdiyn HEN
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cm’/g) est inférieur d’environ 15% a celui d’'un polyma&onstitué d’un nombre équivalent de

monomeres.
Tableau 10
Caractéristiques des modeles :
non-idéalité d’encombrement macromoléculaire ebtlgéutilisée
Coefficient du modéle pour
Modéle Caractéristiques Monomeres Noyaux Noyaux hétérogenes
principales libres de HbS : homogeénes : et fibres :
y Wer1 r
| : Base Une classe de particules: oui (SPT) oui (SPT) Non
Monomeéres libres (r=1)
Il : Non-idéal, ldem | + oui (SPT) oui (SPT) oui (CPT)
I Classe des HEN implicites*
(et monomeéres dominants)

Il Non-idéal, Idem Il + oui (CPT) oui (CPT) oui (CPT)

2 classes Deux classes explicites :

monomeres libres et
fibres polymeéres
IV : Domaines Idem lI + oui (CPT) oui (CPT) oui (CPT)
Prise en compte des domaings
individuels

(SPT) et (CPT) spécifient la théorie utilisée palsécrire la non-idéalité de la solution. *, HEN @yaux
hétérogenes : dans les modeles II, Ill et IV, HENwe « classe » implicite de particules (prise@mpte dang”
cf. section VI-2).

Nous avons donc décidé de modifier le modéle k@mséquence. Dans le modeéle I
nous avons défini deux classes de macro-partieugeEombrantes » (ohnnexe ) :
- la classe « monomére », qui reste, quantitativeniespéce principale a toutes
les concentrations initiales, y compris en dynamigti jusqu’a la solubilité~(
2,8-3,3 mM, selon la température),

- la classe « fibre », considérée comme cylindriggeeésentant les polymeres (cf.

[Zimmerman and Minton 1993; Minton 2001; Hall andnkdn 2004]).
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Puis, nous avons étendu I'application de la CP€&caes deux classes dynamiques, au calcul
des ccefficient d’activité des autres particulegactantes » de la solution polymérisante
c’est-a-dire :

- le ccefficient d’activité §) du monomere libre,

- le ceefficient d’activité g1 ) du noyau homogéne activé, ainsi que

— le rapport / (cf. plus haut).

Les modeles | a Il sont des modeles adimensior(défénis par la concentration des
espece, variable intensive). Mais les expérimesieai observent que les polymeres de HbS
sont le plus souvent organisés en structures $gmtizaractéristiques, les domaines -y
compris dans l‘érythrocyte, (cf. [Mickols et coll988; Corbett et coll. 1995; Christoph et
coll. 2005]). C’est pourquoi nous avons, pour temnj décliné le modele Il en une version

« spatiale » qui individualise les domaines de ffiagxploratoire, le modele IV

VII-3. MODELES I-1lI
Pour I'essentiel, les modéles I-11I constituentgtsntiellement :
(i) I'implémentation la correction, et la vérificatioln modéle de base (modéle 1),
(i) la mise a jour exhaustive et I'implémentation deffét de la température
comme variable continue, ainsi que I'applicationlaenon-idéalité au noyau
hétérogéne (modéle II), et
(i)  l'extension, dynamique, de la non-idéalité aux esinéactants par la définition

de deux classes de particules « encombrantes »(enbl.

® La dérivation des équations correspondantes &atldé enAnnexe
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VII-3-A. ANALYSE

Mathématiquement, le modele de double nucléatidnues systeme d’équations
différentielles ordinaires (EDO), a deux variabtéétat C, la concentration des monomeres
libres d’HbS etC,, la concentration des fibres polymeéres. Ces deuwables sont couplées
via une équation algébrique qui produit la troisiémariable requise pour décrire la
polymérisation (et pour comparer les simulatiams experiences de paillasse), a saGy,
la concentration des monomeres inclus dans les@rbs. Toutefois, la gestion, la simulation
et I'évaluation du modele de double nucléation (métans sa version de base) est rendue
particulierement délicate par le fait que les «ap#tres » définissant les équations
principales (EDO et bilan) ne sont pas des constamhais des fonctions non-linéaires des
variables d’état.

Les processus de nucléation, homogéne (HON) etduyétee (HEN), générent des
fibores (Cp) par addition («activation ») d’'un monomere auyaw critique ¢ et j*,
respectivement), tandis que le processuslodiation diminue la concentration des
monomeres libres en solution, par I'addition de omares a ces mémes fibres. Les
monomeres polymeérisés sont calculés comme la dift& entre la concentration initia@)
et la concentration dynamique de monoméZest le processus s’arréte lorsque I'activité (et
non pas la concentration !) des monomeéres libreggale a I'activité des monomeredaa
solubilité de HbS.

Dans cette construction, le facteur limitant estdacentration des noyaux HON et
HEN, concentration qui dépend directement de laiiletcritique via la concentration des
monomeres. Or, cette taille critigue est directameanditionnée par le compromis
thermodynamique qui s’établit entre I'énergie (tiotanelle et translationnelle)erdue et
I'énergie de stabilisatiomagnée par les monomeres quand ils passent de |'éted kdm

solution a I'état agrégé dans le noyau. Plus lacentmation est élevée, plus les noyaux
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critigues sont constitués d'un petit nombre de moéi@s, ewice-versa(cf. figures 24a et
24b). S'il semble possible qu'un agréyatupposé compact, de taikd-15 unités (4,5-6,0
mM) voire =20-30 (3,5-4,5 mM), puisse se formerocemnstituer le point de départ pour la
croissance d'une fibre, cela semble peu vraisen®latur des agrégats de taille supérieure a
=60 unités (rappel : la fibre polymére de HbS esicstirée en plateaux superposés de 14
monomeres chacun). Ceci suggére fortement quatégats nucléaires de forte taille (dont le
modele et la thermodynamique statistique postulaistence) doiventa minima se
réorganiser de facon a constituer veéritablement «peoto-fibre » (en élongation). Nous
pensons que cette difficulté « conceptuelle »’aatldes causes des échecs répétés que nous
avons rencontrés avec nos différentes versions atlel® de double nucléation aux «faibles
concentrations (< 4 mM).

Un probléme apparenté au précédent est soulevés kdarcas de la nucléation
hétérogene, par la notion de taille maxim@lgy au-dela de laquelle la surface de contact (et
en conséquence I'énergie de fixation) entre le ndy&aN et la fibre cible n"augmente plus. Si
des noyaux HEN de taille supérieure & 30-50 urgiéstent etsont susceptiblésle générer
une nouvelle fibre, il est vraisemblable qu'euxsaamivent se réorganiser pour s’adapter a la
fibre, contrairement a I'hypothese de taille HENxinzale. Enfin, dans cette méme ligne de
vue, en accord avec les observation expérimenfgk®n and Hofrichter 1990; Samuel et
coll. 1990; Jones et coll. 2003 ], la fibore HENigrau moins pendant un certain temps le long
de la fibre qui I'a engendrée (« zippering »): fabdisation énergétique et/ou I'accélération
cinétique probable(s) qui en résulte(n)t ne sostg#s en compte dans le modele (non plus

gue la désolidarisation ultérieure).

® sans différencier HON de HEN pour ce raisonnement

7 " L , . . .
Et s’ils ont, ainsi que I'on peut le postuler, foeme approximativement « compacte » en solution
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Ces aspects devront étre abordés pour que le mpdeienne a décrire correctement
la polymérisation résiduelle a I'approche de laubiité de HbS, ainsi que le processus de

nucléation hétérogene.

Pour quantifier les performances de nos modélass agons comparé les simulations
aux données expeérimentalesorpus exploité dans la section Résultats). La premiere
observation est que le modeéle | dynamique reprdduiiractéristique expérimentale majeure
de la polymérisation de HbS, le temps de latenaetagite la gamme testée de concentrations
et de température (par exemple, voir figures 2627 et 27b). Cette caractéristique est
préservée par nos modéles Il (Medkour et al., 2@28)l. Ainsi, le rapport du temps de
latence simulé au temps de latence expérimetatatgtio) est-il proche de 'unité (cAnnexe
|, « Table 2 »). Ce résultat n’est pas surprenasberpuisque la versidiméarisée(autour de
tog) du modele initial se comporte ainsi [Ferroneadt 4 985].

Dans notre optique dynamique, I'observation la gaginente est que le modele de
base intégré (modele | et modéle Il natif -éfnexe ) ne reproduit pas les courbes
expérimentales. En effet, la sigmoidicité simulélene I'autocatalyse, s’avere trés inférieure
aux valeurs expérimentales {,2 par rapport a 5,8 ; voir figures 27a et b),ézart moyen
est de I'ordre de 0,5-0,6.

Le modele initial est basé sur un jeu de cinqmetees « principaux » (cf. Tableau 2,
Chap. V). L’'analyse de sensibilité a ces paramet@ss a montré que (cf. Tableau 4,
Résultatk

(1) le modele est relativement peu sensible a ces gairasna forte concentration,

alors qu’il I'est davantage aux faibles,

(i) le modele est particulierement sensible aux tr@sameétres qui décrivent

I'énergétique de fixation du noyau hétérogene,
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(iii) en moyenne que la sensiblité du temps de latéagére environ deux fois
inférieure € 20 %) a celle de la concentration des polyméreade € 10 % ;
Tableau 4) ; le temps de latence étant reprodussiabien par le modele
complet que par la version linéaire, ceci constitngpremier indice que le jeu
de parametres, tel qu’il est défini nest pas aglapta nature dynamique du

processus.

Cette analyse nous a permis de réaliser une éi@iugiantitative du modele (1) dynamique
et de montrer que I'ajustement numérique des deuanpetres principaux de la nucléation
hétérogene améliore significativement la repradactles courbes, tout en conservant le
temps de latence (Medkour et al., 2008). Pour temidisons que, par elle-méme et en
conjonction avec lI'argumentaire développé danetiien suivante, ces observations attestent

encore de la nécessité d’améliorer la descriptetadhucléation hétérogene.

VII-3-B. TRANSITION DU MODELE |l AU MODELE IlI

Malgré [l'utilisation de la CPT pour le noyau héggoe, le modeéle Il s’avere
insatisfaisant, comme le montre I'examen du tabkda (Medkour et al., 2008), émnexe |.

L’une des caractéristiques frappantes —souvenherég » des biologistes, du milieu
intracellulaire (voire des solutions visant a leprogluire) est I'encombrement
macromoléculaire et la non-idéalité des comporteémeinétiques et thermodynamique qui en
résulte (voirlntroduction Matériel et méthodest Annexe [). En raison de leur dimensions
réelles, les particules en solution ne peuvent @&deites a un point «idéal » : le volume
disponible a chacune de ces particules en esttréstuisorte que l'activité (concentration
effective) augmente. Cet effet est considérableocentration physiologique d’hémoglobine

(5-6 mM), cette protéine se comporte comme si Szamration était pres de 200 fois
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supérieure. De fait, selon la forme et la dimengles particules, les ccefficients d’activité
peuvent atteindre de valeurs bien supérieureselanple, -1 le ceoefficient d’activité des
noyaux homogenes activés, calculé avec la SPTldanedéle I, évolue de :

- 10" a 1G® entre t0 et 99 % de la réaction, a CO = 3,3 mM, et

- 10" & 1d°entre t0 et 99 % de la réaction, & CO = 5,8 mM.
Avec le modele Il (et I'introduction de la CPT padr, y+1 varie de :

- 10" a 167 entre t0 et 99 % de la réaction, a CO = 3,3 mMget

- 10’4 107 entre t0 et 99 % de la réaction, & CO = 5,8 mM.
NB : dans les deux cag;+; varie de fagon monotone (et approximativement cataglie)
prés de la solubilité (3,3 mM) ; par contre, a8 il décroit d’environ un ordre de grandeur
dans les 10-15 premiers %, pour croitre ensuitpjas99% (sans saturation apparente).

En ne considérant que les valeurs initialesp)al'introduction du rapport” (avec

CPT) se traduit par la diminution d’'un facteur 1@@x deux concentrations) dg-.; , Soit
une augmentatiora priori de la vitesse homogéne du méme facteur (éq. \DEp
observations équivalentes ont pu étre faites aveoéfficient d‘activité des monomeres/et
(cf. note de bas de page #8). Autrement dit, laidéalité et son influence sur les ccefficients
d’activité du modéle est considérable, qualitatieatmet quantitativemeht I'encombrement
des fibres en développement ne peut étre ignorélaeCPT doit étre appliquée -
dynamiquement- aux différents ccefficients d'acéivifsans se restreindre au noyau

hétérogéne). C’est ce que nous avons réalisé avaise en place du modéle lll.

Nous avons évoqué la valeur numérique de la coratent totale de fibres dans les

modéles | et Il (Tableau 11). Le fait que cetteasmtration augmente d’'un facteur 10 en

8 Ainsi, dans cet exemple, on observe un comporterdéféirentiel (en fonction de la concentration at cours de la
dynamique) des modifications induites par le passihgmodeéle | a Il : a forte concentration et ®9€e la réactiony.,; est
modifié de 23ordres de grandeur, contr@tdre de grandeur a faible concentration.

182



améliorant la non-idéalité de la nucléation héténeg (modele | a 1), et’'un facteur 10
supplémentaire en réponse a I'application étenduadCPT aux ccefficients d’activité des
monomeres et du noyau homogéene activé (modele lll),asuggére fortement que ces

modifications constituent des niveaux d’amélionatsniccessifs.

Vers une description spatiale du processus de p@gsation : Nous avons observé que dans
toute la gamme de températures (24-40°C) et deeodrations £3-6 mM) du corpus
expérimental, la vitesse d’élongation des fibresnide toujours celle de la nucléation
homogeéne (18 a 10, pour G = 3,5 & 5,8 mM, modéle 1), et dans une moindreungeselle
de la nucléation hétérogéne {2010, idem). Bien que les modeéles | —III n'incluent s
définition des domaines, le calcul de la taille mmye des fibres (concentration des
monomeres polymérisés / concentration des fibrem)s a fourni une premier indice qu’'un
niveau de description additionnel, mettant en gsudomaines et/ou la taille des fibres devrait
étre ajouté au modele (voir Figure 34, modele LB. Tableau 11 résume les observations
relatives aux modeles I-lll, et aux deux concerdraextrémes de la gamme expérimentale
« 25 °C ». Les données présentées sont obtenu@&@ade complétion du process@dy =
0,99 xCpoly_max; des résultats similaires, non présentés, cavregmt a la gamme « 37°C »).
Tableau 11

Comparaison de la concentration et de la longuaoyenne des fibres
produites par les modéles I-llI

Co=3,5mM C0=5,8 mM
Longueur Concentration Longueur Concentration
(micrométres) (mM) (micrométres) (mM)
Modele | 6,7.10 4,7.10° 1,7.10 9,7.10*
Modele Il 5,2.16 6,6.10° 1,2.18 1.10°
Modéle IlI 1,1.16 1,3.10° 1.10" 1,2.10°
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On peut observer que la concentration finale dedi polyméresQp) correspondant aux
trois modeéles successifs augmente, selon le rangadiéle et aux deux concentrations, d’'un
facteur~10 (1C entre les modéles Il et Ill & 3,5 mM). La concatitn totale de monoméres
disponibles pour la polymérisation étant par défini constante d’'un modéle a I'autréa
longueur moyenne des fibres diminue.

Ainsi, I'adjonction de la non-idéalité & la nuciéat hétérogeng se traduit par la
diminution d’'un ordre de grandeur de la longueuyemme des fibres.

Or, la seule référence bibliographique, que nownsypu identifier, et qui présente
des données permettant une évaluation quantitativexploitable de la taille moyenne des
fibres est celle de [Christoph et coll. 2005]. ligufe 37 compare nos résultats a ceux que
nous avons extraits de cet artfcle

A noter que par rapport acorpus expérimental que nous avons exploité jusqu’a
présent dans ce travail, les conditions expérinesntde Christov et coll., 2005 sont similaires
en terme de température (23-35°C, mais non diftéées dans larticle), par contre,
sensiblement limitées en terme de concentratice; &=3,5 a 4 mM (cf. figure 37).

On peut néanmoins constater, dans cette gammeédingtie la prise en considération,
« restreinte »[{, CPT, modéle 1l) ou « étendue » (modele Ill), denbn-idéalité rapproche
notoirement les longueurs moyennes simulées dgsiéams expérimentales -le gain relatif du

modele Il paraissant étre supérieur d’une décd@mproche de la solubilité.

° A température constante.

9 par hypothese, = 1 dans le modéle I. Dans le modéle Il entet 99%,/ varie de (i) 16 & 1057 (a 3,5 mM) (ii) de 1¢
410" (4 5,8 mM), tandis que, dans le modéle IlI, il léeode (i) 0,5.18 & 10° & 3,5 mM, et (i) de 3.164 4.10° 4 5,8 mM
(nb : dans tous les cas, I'évolution est non-mometaroissante-maximum-décroissante).

™ Nous avons calculé la taille moyenne des fibresmente diamétre d’'une sphére possédant le volumertéeplans la
figure 4 de I'article Christoph, G. W., J. Hofrichend W. A. Eaton (2005). "Understanding the shafpsickled red cells."
Biophys J88(2): 1371-6..
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Figure 37.Longueur moyenne des fibres (25°C) et comparaisardannées
de Christov et coll., 2005

A bilan, ces observations pointent une imperfectiolans la description
« géométrique » du processus de polymérisationi @aes ménera au modele IV, analysé

plus loin.

VIil-4. MODELE IV ET DOMAINES

Le modéle IV est une premiere tentative de prenéne compte les aspects
géométriques présentés ci-dessus, en tant gatilsdsrectement liés a I'organisation spatiale
des fibres polyméres en domaines.

La caractéristigue essentielle du modele IV estil gatabli une séparation
fonctionnelle entre le processus homogéne -quEladhn solution, et le processus hétérogéne -

qui a lieu au sein des domaines. Le processus hemeoglans le blosolution produit les
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noyaux homogénes activés (« proto-fibres homogenesqui aprés élongation et
franchissement d'un seuil de taille (n = B6jleviennent deslomaines par activation

« locale » de la nucléation hétérogene. Chaque idemaossede et calcule ses propres
grandeurs hétérogénes : concentration des noyduwesdibres HENgcefficient/™ et vitesse
HEN.

Dans Simulink©, cette construction impose de défenl’avance (avant de lancer la
simulation numeérique) un nombre maximal de domaimes qui entraine des difficultés
pratiques. Pour réduire les temps de calcul, et fgoder de pallier les modestes puissance de
calcul et capacité de stockajenous avons décliné le modéle IV, en une version
« simplifiée » (modele 1Va), déclinaison ou les stamtes de non-idéalité « B » utilisées pour
le calcul du rapport de non-idéalitédes domaines(cAnnexe Il et IY sont les mémes que
celles utilisés en « solution » pour le calcul desfficients d’activité du monomerg) (et du
noyau homogéne activg+(1). Dans la version « détaillée » (IVb), chaque diomgossede
ses propres constantes « B », ce qui permet deirdédfi rapport” « local ». La logique de ce
choix est liée au fait que le ceoefficientest une fonction de la concentration des fibrededr
longueur (en sus de, concentration des monomeres —cette derniéreblariant considérée
uniforme dans toute la solution ET au sein des dossa

Pour des raisons techniques, le modele « domaisenptifié n'a pu étre analysé de
facon rigoureuse (par rapport aorpus expérimental de référence) gu’aux concentrations

inférieures a 4,5 mM (voir Tableau VI-9). Pour Bg€oncentrations les plus basses (3,4-3,7

2 valeur « arbitrairement » fixée a I'équivalent dpldteaux de la fibre polymére. Si I'on considéaenpleur de la gamme
des tailles atteintes par les noyaux (HON et HEM)fre= 1 et=150 unités durant la dynamique, il apparait qusesl
devrait étre ajusté continuellement et proportitlengent, a cette méme taille (les plus grands dBsux requérant, par
exemple, une « surface » de polymere supérieurd)e @eodification fait partie de la liste des améiions qui seront
apportées au modele spatial.

13 Dans les modéles | & Ill, de multiples grandeirgaleurs caractérisent le modele (approximativemee cinquantaine,
dont environ la moitié est suivie/enregistrée gnasnique) ; dans les modeéle IV, le nombre est iplidtipar le nombre de
domaines qu'il fait initialiser a 10-10 000, poug € 3-6 mM ! Par ailleurs, divers tests « logiquest»« saturations »
alourdissent et ralentissent encore les calculs.
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mM), le temps de latence et l'indice de sigmoidicgimulés divergent des données
expérimentales (écart moyen > 0,6). Par contre eawikons de 4 mM (3,96 et 4,17 mM), les
résultats sont relativement « acceptables » enetefétart, mais au prix d'un début de perte
du temps de latence. Enfin, 'examen détaillé daews reportées dans le Tableau VI-9
indigue que le caractére « autocatalytiqgue » dwgssus simulé augmente continment et
facon évidemment artéfactuelle (voir aussi Figusésa,b,c). Ceci est probablement di a
I'insuffisance de la description de la nucléatiagiténogene et des fibres correspondantes au
sein de chacun des domaines (voir figure 35).

En effet, la définition du modele « domaines » letée sur l'individualisation des
fibres « homogénes » (donc des domaines qui eruligth Par contre, les fibres hétérogénes
de chaque domaine ne sont pas différenciées atrtament a un « pool » commun, défini
par des « variables hétérogenes » moyennes/(eXDe plus, elles ne sont ni discrétisées, ni
seuillées, comme cela est fait pour les fibres lgames. Or , plus la concentration initiale est
faible, plus le nombre de domaines diminue et Imior@ de fibres hétérogénes augmente
[Eaton and Hofrichter 1990; Christoph et coll. 2D08’est pourquoi la description du
processus de polymérisation et d’évolution des doesaelle qu’elle est implémentée dans le
modele IV s’avere insuffisante. A cet égard d'aitie le fait que le modele « détaillé »
(modéle IVb ) produise des résultats non differehtsmodele simplifié est en accord avec
cette conclusion. Enfin, le fait que le temps derlae ne soit que peu ou pas conserve avec le
modele IV est sans doute lié a ses propres impenfesc

Comment modéliser les fibres individuellementPratiqguement, les opérations
réalisés par Simulink© dans le modele IV sont dasuls vectoriels. Autrement dit, apres
initialisation de la variable & », nombre maximal de domaines qui sera géré pérdan
simulation,tousles calculs sont effectués. Ceci a entrainé, desrraisons de puissance et

temps de calcul, I'impossibilité de simuler toutes conditions dwcorpusexpérimental de
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référence (voir plus haut). Avec lidée d'initiadis chague nouveau domaine (et donc ses
parameétres et variables) uniquement en fonctionbéssins au moment de son apparition,
nous avons longuement exploré la possibilité deifienda structure du modeéle Simulink©
pendania simulation. Cette idée s’est avéigdine impossible & mettre en ceutteAjouté a
cela le fait que l'individualisation ddi#res (au méme titre que les domaines) requiérerait un
nombre important -et dynamique, de variables :gx@mple, a 5-6 mM, pour 1-3 domaines,
comme cela est observé dans un érythrocyte, le reodeéfibres requis « pourrait » atteindre
guelques milliers (de plus, la gestion d’'un modekchéma-blocs » tel qu’'avec Simulink©
serait au minimum délicate).

Cette réflexion nous a menés a l'idée que la progration « orientée objet » (O0)
constitue un paradigme d’'implémentation plus pertinet plus adapté, pour un tel systéme
caractérisé par une « forte » évolution dynamidygae un petit nombre de types d’éléments
(les « classes » de la programmation OO), en I'meage lasolution et lesfibres

La figure 38 présente le principe de l'applicatide cette idée a la construction en
programmation objet de la double nucléation, tglle nous la concevoris

Brievement, I'objet «wolution» (une instance de I&€lasse du méme nom), est
« simplement » caractérisé par :

- les grandeurs scalaires listées (volume, températaefficients d’activité des

particules libres en solution, ...),

- les fonctionnalités (« méthodes ») propres a latgol (expérimentale ou simulée),

principalement la gestion des bilans de matierdgutsa des grandeurs de la

solution, ainsi que la production de « proto-fibhesnogénes ».

14 Au moins avec les versions récentes de Matlab/$uk@| au-dela de 2004.

15 Avec la collaboration active de Mr F Guillaud (@ns U927)
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objet solution

homoNucleation()
ajout_fibre_mere()

6 > oo L S T
~— B < ., ~— ~ ~
[ ' 1
I
objet fibre #1
heteroNucleation() objet fibre #1.1

ajout_fibre_fille()

+ heteroNucleation() ] -

Solution Fibre
+volume +longueur
+temperature +nb_monoHbS
+conc_HbS n +ordre n
+fibres_meres: liste de pointeurs ’_|_1+fibres_filles: liste de pointeurs [
+i_etoile +fibre_mere: pointeur
+conc_1i_etoile +j_etoile
+gamma +conc_j_etoile
+update_solution() +elongation(temp,conc_HbS,...)
+homoNucleation(temp,...) +heteroNucleation(temp,conc_HbS,...)
+ajout_fibre_mere(new Fibre) +update_fibre()

+ajout_fibre_fille(new Fibre)
Il

Figure 38. Application de la programmation structurée « objet

a la description de la solution d’hémoglobine podyisante

D’autre part, chaque objet fibre » (instance de la clas$abre), créé dynamiguement en

fonction des besoins de la simulati@st caractérisé par :
- sa nature : fibre d’origineomogéeneu hétérogéngson ordre (« 0 » pour une fibre
homogene, « 1 » pour une fibre hétérogene) et sgredde connectivité (combien

de fibres hétérogenes porte-t-elle, matrice de ecinite, etc),
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- sa taille (en monoméres et en um,...), la conceatrat locale » de noyaux
hétérogénes et de « proto-fibres hétérogenes Hayperte (avec éventuellement
un repére spatial associé), etc

- les ccefficients d’activité locaux, et enfin

- les «méthodes » propres aux fibres, c’est-a-diddorgation » et « nucléation

hétérogéne », principalement.

VII-5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En conclusion, nous avons implémenté, puis coetgdis a jour, ensuite exploité en
dynamique et diagnostiqué, et enfin amélioré le @émdde double nucléation de la
polymérisation de HbS. Néanmoins, les améliorati@pportées sont partielles. Les
hypothéses que nous soulevons pour dépasser auni@eles limites de 'outil qui nous a
permis de réaliser ce travail, imposent maintedartransposer notre modele actuel dans une
description informatique de type « objet ».

Cette approche conceptuelle constitue a nos yeupelapective majeure et une
évolution indispensable du modéle de double ntiokkaElle permettra de tester, sans
limitations logistiques, les differentes conditicgtshypothéses d’intérét. En particulier, avec
cette construction, il sera possible (et plus aisplus rapid€) de déterminer la pertinence
des hypotheses avancées pour obtenir une desanriptim seulement dynamique mais aussi
spatiale -donc plus réaliste, du processus de poigation de HbS. Celles-ci concernent en
particulier la nécessaire gestion différentielle ldeconstante bimoléculaire d’addition des
monomeresk; ) :

- au noyau homogéne —et en fonction de sa taille

- au noyau hétérogene (idem), et

e langage objet qui sera utilisé, le C++, est amgage compilé (c’est-a-dire traduit en un codeifipge du processeur
et de la machine) donc beaucoup plus rapide.
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- alafibre en élongation (idem).

En effet, au vu des disparités de dimension, dedogt de masse (donc de vitesse moyenne)
gue manifestent les monomeres, les deux types ykurpeta fortiori les fibres, il apparait
indispensable de lever I'hypothese, suivie jusqui@sent —et y compris dans ce travail, que
cette grandeuk. soit une constante, indépendante des partenaireegmet en relation
cinétique. A cet égard, une exploration prélimieaite cette hypothése, que nous avions
réalisée avec une version en développement du mdidel montré que cette hypothése était
pertinente”.

L’examen des courbes simulées produites par E&relits modéles tout au long de
notre étude fait apparaitre que les améliorations ant pu étre apportées affectent
essentiellement la premiére partie des courbegiujas30-50 % environ). Si cela reste
largement insuffisant (et frustrant), cela constinéanmoins un gain substantiel qui permet
d’envisager finalement un abord des effecteurs ippgshologiques de la polymérisation de
HbS impliqués dans la variabilité clinique. Danst @xe, I'hémoglobine F (HbF),
hémoglobine non-compétente, qui est supposée eetlrgrocessus de polymérisation, doit
étre abordée premier lieu puisque (voir Chap. II) :

- elle peut étre présente nativement, mais dasigagortions variables entre sujets et
entre érythrocytes d’'un méme sujet,

- elle est induite par le traitement a I'hydroxyeyrémais de facon extrémement
variables d’'un patient a I'autre.

D’autre part, I'implémentation des effets dynamigjue I'oxygénation permettra de

simuler le cycle respiratoire et certaines consgcgeg de I'exercice physique, ainsi que

7 ces résultats, basés sur I'application primaire aléhBorie des collisions, non présentés ici, I'ét& sous forme de
communications affichées aux réunions RIAMS et IRG& Lyon. En bref, nous avons pu montrer (par@spion numérique
« manuelle ») qu’il était possible d’améliorer sfgrativement la reproduction des courbes expériaes en modulant, de facon
différentielle en fonction de la concentration ialié (3-6mM), la constante cinétique appliquée mc@ssus homogene (facteur
10°-10%) et au processus hétérogéne’(10"), sans modifier la constante appliquée & I'éloingat
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'amplification bouclée supposée « ralentissemeanthéocytaire -> hypoxie soutenue ->

polymérisation -> ralentissement accru ».

Pour en terminer avec les aspects moléculairespmfuconstitué I'aspect essentiel de
ce travail, citons quelgues améliorations physitcoriques qu'il serait approprié de mettre en
place:

- la description -qui reste semi-phénoménologiques dermes énergétiques
impliqués dans la nucléation d'une part et danstébilisation des polyméres
d’autre part (effet hydrophobe, et « force de dimhé»),

- une amélioration de la description géométriquelaleatiu processus hétérogéne,
qui confere a la polymérisation de HbS ses spé&é§igdont I'autocatalyse) ; le
facteur de non-idéalité” est en réalité un rapport, et le passage aux Sipres
CPT justes des ccefficients d’activit@lividuelsde la fibre et du noyau hétérogéene
constituerons certainement un niveau d’améliorasigmplémentaire,

- une implémentation de la « dépolymérisation » (gmer melting », [Briehl 1995 ;
Turner et coll. 2006]), car celle-ci peut jouer nite important, en particulier au
niveau du versant artériel « oxygéné »,

- une implémentation de la fragilité et de la ruptéventuelle des fibres sous I'action
des contraintes mécaniques que subit I'érythrogieehl et coll. 1990]),

- l'application d'une théorie physique reliant la casité du milieu intra-

erythrocytaire a la concentration —et a la distrdoude taille, des fibres polyméres.
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Abstract Sickle cell haemoglobin (HbS) polymerization reduces erythrocyte
deformability, causing deleterous vaso-occlusions. The double-nucleation model
states that polymers grow from HbS aggregates, the nuclei, (i) in solution (homoge-
neous nucleation), (ii) onto existing polymers (heterogeneous nucleation). When
linearized at initial HbS concentration, this model predicts early polymerization and
its characteristic delay-time (Ferrone et al. J Mol Biol 183(4):591-610, 611-631,
1985). Addressing its relevance for describing complete polymerization, we con-
structed the full, non-linearized model (Simulink®, The MathWorks). Here, we
compare the simulated outputs to experimental progress curves (n = 6-8 different
[HbS], 3-6 mM range, from Ferrone’s group). Within 10% from start, average root
mean square (rms) deviation between simulated and experimental curves is 0.04 £+
0.01 (25°C, n = 8; mean =+ standard error). Conversely, for complete progress curves,
averaged rms is 0.48 & 0.04. This figure is improved to 0.13 & 0.01 by adjusting
heterogeneous pathway parameters (p < 0.01): the nucleus stability (6, y..: + 40%),
and the fraction of polymer surface available for nucleation (¢), from 5¢7, (3 mM)to
13 (6 mM). Similar results are obtained at 37°C. We conclude that the physico-
chemical description of heterogeneous nucleation warrants refinements in order to
capture the whole HbS polymerization process.
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Abbreviations

C, initial HbS concentration (hence it is also the total HbS concentration in the
model)

C HbS solubility, i.e. HbS concentration below which no polymerization can

occur; varies with temperature, see Eaton and Hofrichter (1990)
HbS  Sickle cell haemoglobin, deoxygenated form (Protein Data Bank identifier:
1HBS; cf. url. http://www.rcsb.org/pdb/)

hon  “homogeneous nucleation” pathway, by which metastable HbS nuclei in
solution are converted into “polymers”, C,
hen  “heterogeneous nucleation” pathway, by which nuclei attached to existing

polymer fibers are converted into “polymers”
ODE Ordinary differential equation
td The experimental lag-time during which no polymer is detected
url Uniform resource locator

1 Introduction
1.1 Sickle Cell Disease and Polymerization of Haemoglobin S

Sickle cell disease is a genetic disease, resulting from a point mutation of wild-type
haemoglobin, Hb, an o, f3, tetramer carrying oxygen in red blood cells. Molecularly,
sickle cell disease haemoglobin (HbS) is characterized by the substitution, at position
6 in f-chains, of glutamic acid (Glu) for valine (Val). This electronegative to
hydrophobic amino-acid mutation endows HbS with a strong tendency to aggregate
into polymer fibers. Actually, only the deoxygenated form of HbS (the so-called T
conformation) exposes the required hydrophobic pocket (Phe 3-85/Leu f3-88), thus
providing the primary “binding site” for mutant $6-Val lateral chain (see Eaton and
Hofrichter 1990).

When accumulated in sufficient amount, HbS polymers alter the mechanical and
rheological properties of red cells and impedes blood circulation through small vessels.
Eventually this leads to the obstruction of the microcirculation. Consequent tissue hypo-
perfusion induces painful vaso-occlusive episodes (further potentiated by oxygen
deprival). On the long-term, these alterations induce organ lesions, chronic anemia,
and a marked reduction of life expectancy (Steinberg 2005). The main treatment of
sickle cell disease aims at increasing the expression of the non-polymerizing
foetal isoform of haemoglobin (HbF, o, y, tetramer) using hydroxyurea. However,
such treatment is variably efficient and/or tolerated (e.g. see Maier-Redelsperger et al.
1998).

Although the molecular defect of HbS is present in all patients, the process of HbS
polymerization and the ensuing vaso-occlusive events (as well as the concomittant
inflammatory response) have multiple determinants, from molecular to organ level
(Kaul et al. 1996; Steinberg 2005). As a consequence, the clinical profile of sickle cell
disease patients is extremely variable, hampering prognosis and therapeutic decision. In
such a complex situation, mathematical modeling coupled to numerical simulation
offers one rational, possible approach, complementary to experimental and clinical
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explorations. However, any attempt to integrate the relevant patho-physiological
determinants of sickle cell disease vaso-occlusion must start with the primary,
etiological event, i.e. deoxy-HbS aggregation into polymer fibers as it dynamically
occurs inside red blood cells and as it is modulated by erythrocyte HbS concentration,
HbF fraction (native or treatment-induced), in addition to oxygenation and temperature.
Such an integrating step has yet to be undertaken.

At the molecular level, HbS polymerization is a nucleation-driven, autocatalytic
process, strongly accelerated by increased concentration or temperature. It is
characterized by a delay-time, #d, during which no polymer can be (experimentally)
detected (for an in-depth review of HbS polymerization, the reader is directed to the
excellent review by Eaton and Hofrichter (1990). Numerically, the delay-time is
close to the tenth-time (albeit consistently lower by about 30%), the time required
for the experimental signal to reach 10% of its maximum (Eaton and Hofrichter
1990). From a pathophysiological standpoint, the delay-time can be compared to red
cell transit time in (hypoxic) microvessels (usually in the 0.5-2 s). Simply put, if the
delay-time is higher than transit time, then sufficient amounts of polymer cannot be
formed within red cells; conversely, if td is lower than transit time, polymers form
and accumulate fast enough to alter red cell deformability before lung reoxygen-
ation, thus reducing tissue perfusion.

1.2 The Double Nucleation Model of HbS Polymerization

The double-nucleation model is a thermodynamic-kinetic description of the HbS
polymerization process that was developed by Ferrone et al. (1985b; see also Sect. 2
and “Appendix”), in order to account for a series of characteristic experimental
observations (see Eaton and Hofrichter 1990):

(i)  the very existence of a delay-time,

(i) the high concentration dependence of the delay-time,

(iii) the stochastic appearance of the first HbS polymer fiber (as evidenced in small
experimental volumes).

The double-nucleation model states that HbS polymers develop from metastable
HbS aggregates, called “critical nuclei”. Such nuclei can be formed either in bulk
solution from HbS free monomers (the so-called homogeneous nucleation pathway),
or on pre-existing polymers (the heterogeneous nucleation pathway). The model
successfully describes the polymerization of fully deoxygenated HbS (i) in the
3-6 mM concentration (Ferrone et al. 1985b), (ii) at different temperatures (15-35°C;
Ferrone et al.1985b), and (iii) in the presence of varying, clinically relevant, amounts
of HbF (Rotter et al. 2005a).

On the basis of the above success, on the one hand, and direct observations of a
double nucleation mechanism on the other hand (Samuel et al. 1990), the double
nucleation model is widely acknowledged. As a model, nevertheless, it suffers, in a
dynamic and integrated perspective, from the limitation that it was validated only in
a linearized version, and only in the restricted, early phase of the process (=~ 10%
completion).
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1.3 Aim of the Work

It follows from the above rationale that the relevance of the full double-nucleation
model to the whole HbS polymerization process, and consequently to erythrocyte/
microvascular conditions, remains unknown. In order to simulate the whole
HbS polymerization process, i.e. up to solubility starting from a range of initial
concentrations, we numerically integrated the original, non-linearized model
equations (see Ferrone et al. 1985b; Rotter et al. 2005b).

Here, we confirm that the fully integrated model performs well within the first 10%
of the process. More importantly, we show that simulated polymerization curves are
“slower” and strongly depart from experiments beyond the initial 10%. Finally, we
report that the adjustment of model parameters linked to the heterogeneous nucleation
pathway significantly reduces such divergence.

2 Material and Methods
2.1 About the Double Nucleation Model of HbS Polymerization

A double nucleation mechanism for HbS polymerization was first proposed in 1980, on
the basis of experimental observations (Ferrone et al. 1980). It was directly observed in
1990 by differential-interference contrast (DIC) microscopy, when lateral branching
upon primary fibers were evidenced (Samuel et al. 1990).

The double nucleation modelwas published in 1985 (Ferrone et al. 1985b). It is a
thermodynamic-kinetic description of the HbS polymerization process, under the ODE
formalism. Broadly speaking, model equations fall into two categories: (i) physico-
chemical equations (e.g. monomer activity coefficient), (ii) kinetic equations (e.g. rate of
polymers formation). One specific feature of this model is that many “parameters” (e.g.
sizes of the nuclei) are actually dynamic parameters, because they depend on state-
variables—often in a highly non-linear fashion.

In order to simplify the analysis of their experimental data (Ferrone et al. 1985a), the
authors linearized the rate equations around zero-time (i.e. at constant HbS, C,). Then,
they used a global optimization procedure to identify carefully selected model parameters
by fitting simulated data to experimental data (Ferrone et al. 1985b, 2002; Cao and
Ferrone 1997; see also Rotter et al. 2005a, 2005b). Thus, while kept under its linearized
version, the model has been refined along the years. One success of this approach was to
obtain physically reasonable values for these parameters. Table 1 presents the
commented list of these parameters, units and values (at a reference temperature of 20°C).

2.2 Model Variables, Units and Equations

Variables of the “double nucleation model” are (see “Abbreviations™) :

C, concentration of free HbS monomers, ranging from C, to Cj,
— C,, concentration of polymers (i.e. elongating fibers endings),
Cpoly> concentration of polymerized monomers.
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Table 1 The main five parameters of the double nucleation model

Parameter Value (20°C) Units Comment

k, 10" mMlsT! Second order rate constant for monomer addition to
fibers and nuclei

Hpe —7.21 x 1072 kcal/mM Free energy of interaction between HbS monomers
within the (“infinite”) polymer

0} 1077 - Fraction of polymer surface available for
heterogeneous nucleation

Ol Hee 0.07 x 1073 kcal/mM Lumped “geometric-energetic” parameters:—|l.. is

O —5.68 x 1073 keal/mM the free energy per unit area of attachment of the

heterogeneous nuclei to the polymer surface,

—0; & o, are geometric parameters describing the
dependence of the contact area on the size of the
heterogeneous nucleus

Units are given as used in the model. Numerical values reported correspond to the (thermodynamical)
reference temperature, 20°C (for details, see Ferrone et al. 1985b, 2002; Cao and Ferrone 1997)

Mathematically, the model is a system of two ordinary differential equations, allowing
for the dynamic integration of state-variables C and C,, coupled to an algebraic equation
constraining the variable C,,,;,. These core equations are presented in the “Appendix”.

Concentration are expressed in millimoles/liter (mM/1), and indicated with square
brackets (e.g. [HbS]). Time is expressed in seconds (s) and reaction rate are
expressed in mM/s.

Temperature is expressed in °C (in K within the model) and interaction energies
are expressed in kcal/mM. Units related to “polymers” units are expressed on a
“polymerized monomer” basis (e.g. “kcal/mM”).

2.3 Model Parameters

HbS solubility, as well as the five parameters listed in Table 1, are “static parameters”,
i.e. they only depend on temperature, not on model state variables. Conversely, other
model “parameters” are recalculated at each time-step, through their (usually highly
non-linear) dependence on state-variable C. These “dynamic parameters” are listed
and their corresponding equations presented in the “Appendix”.

Additional dynamic and non-linear parameters are used by the model, most of
them pertaining to the physico-chemical and thermodynamical description of the
solution and/or the HbS polymerization process. In particular :

— v, the activity coefficient of the free monomer,
Yi-+1» the activity coefficient of the “activated” homogeneous nuclei (Eq. Al.4,
in Appendix 1 from Ferrone et al. 1985b),

— T, theratio of the activity coefficient of the “nude polymer” to the activity coefficient
of the polymer with one “activated” (i.e. [[* + 1]-sized) nucleus attached to it; as
a matter of fact, this parameter, initially taken as unity, constitutes one of the
refinements that were brought to the model by Ferrone’s group in order to improve
the description of the heterogeneous process (see Eq. #10 in Ferrone et al. 2002).
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These parameters and their equations have been amply introduced, detailed, and
validated, in relevant publications (see Hofrichter et al. 1976; Minton 1981; Ferrone
et al. 1985b, 2002; Eaton and Hofrichter 1990; Cao and Ferrone 1997; Ivanova
et al. 2000; Rotter et al. 2005a, b).

2.4 Modeling and Computing Environment

Simulink® (v5, running with Matlab®, Release 13, The MathWorks, France) was
used as a modeling and numerical simulation environment. This software is a block
(pre-defined and user-defined) based graphical language for describing dynamical
systems. Windows® XP Professional was used as the operating system (2002
version, Service Pack 2) on a AMD/Athlon® desktop computer (2.17 GHz, 1 Go
RAM). Typically, one full dynamic polymerization simulation (from initial HbS
concentration C, to solubility C,) was completed in 2—-10 s.

2.5 Model Simulations and Calculations

Numerical integrations were performed with Simulink®, using Dormand-Prince
algorithm (ode45), with a variable step and a relative tolerance set to 10~>. Maximal
step size was fixed at values ranging from 107> (for C, = 6 mM) to 10%s (at
C, = 3.3 mM). These settings typically lead to 100-300 integration steps.

Experimental data at “25°C” (24.4-26.1°C) were taken from Ferrone et al. (1985a):
eight initial concentrations, C, varying from 0.218 to 0.373 g/cm’, i.e. 3-6 mM. Data
at “37°C” (32.4-40.7°C) were unpublished data from one of us (F. Ferrone): six
different C,, ranging from 0.269 to 0.393 g/cm’® (4.17-6.10 mM).

Experimental and simulated data (C,,.;, = f(#)), were normalized, yielding C;(,ly =1(r).
Simulated C,,,;, was normalized to C,—C, whereas experimental C,,,, was normalized to
the signal maximal value (see Figs. 1 and 2, open circles).

For the purposes of controlling the performances of the full, non-linearized
model, and for comparing its numerical outputs with the experimental data, we used
three criteria:

(i)  the mean squared deviation between simulated and experimental curves (rms),

(i) the delay-time (#d) of polymerization curves, usually expressed as the ratio of
simulated to experimental #d (“td ratio”),

(iii) the degree of sigmoidicity of the curves, Hill number (ny).

These criteria were calculated along the simulation, directly from within the
Simulink® model. For all analysis presented, for either “initial” or “complete”
polymerization, 9—18 sampled points were used (experimental and simulated).

2.5.1 Quantitative Deviation Between Simulation and Experiment

The difference between model outputs and experimental data was quantified as the
“root mean square deviation” (rms deviation). For the “initial” part of the process,
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Fig. 1 Comparison of HbS polymerization whole progress curves, as produced by the seminal double-
nucleation model, with experimental progress curves. Model parameters were as in Ferrone et al. (1985b;
see Table 1). Simulated polymerized monomer concentration was normalized to the maximal amount of
polymerization-competent HbS (C,—Cj; continuous line). Reference experimental signal was extracted
from Fig. 13 in Ferrone et al. (1985a) and it was normalized to signal maximum (open circles). In this
illustrative example, initial HbS concentration, C,, was 5.8 mM/I1 (0.373 g/cm3) and T was 24.4°C. The
rms deviation between simulated and experimental curves was 0.55, and delay-times were 11 and 12 ms,
respectively (¢d ratio was 0.9). Shape index, ny, was 0.9 and 3.8, respectively
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Fig. 2 Comparison of HbS polymerization produced by the modified model with experimental curves, in
the same conditions as in Figure 1 (5.8 mM/l, 24.4°C; see legend from Fig. 1). Two model parameters
were adjusted: g, i (main parameter driving heterogeneous nucleus stability) was multiplied by 1.4, (ii)
¢, the fraction of polymerized monomers available for heterogeneous nucleation, was multiplied by 13.
Rms deviation was 0.10; delay-times were 3 and 12 ms, respectively (td ratio was 2.7); curves
sigmoidicity, ngy, was 2.3 and 3.8, respectively
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rms deviation was calculated over the range between 1 and 10% completion. For
whole progress curves, rms deviation was calculated between 1 and 99%
polymerization. These limits were chosen in order to minimize the contributions
of the initial and final parts of the curves (where the signals are close to “0” and “1”,
respectively).

2.5.2 Delay-time of Polymerization

This parameter, expressed in seconds, was determined as follows:

(i)  determination of the maximal slope of the C,,;, = f(#) curve and correspond-
ing time-point (inflexion point),

(i) determination of the equation of the tangent to the curve, at the inflexion
point,

(iii) #d equated to the intercept of the maximal tangent with the horizontal, time
axis.

The same procedure was used for experimental and simulated td. We have
checked that for experimental data, the rd values obtained by this procedure are
similar, within 30% error, to the tenth-time, the time required to reach 10%
completion of the polymerization (not shown).

2.5.3 Degree of Sigmoidicity of Polymerization Curves

As mentioned, HbS polymerization curves are S-shaped, or “sigmoidal”, a
characteristic feature of cooperative systems (see Fig. 1, open circles). In 1910,
Hill proposed the so-called “Hill equation” as an empirical description of the
cooperative binding of oxygen to haemoglobin (Hill 1910; see also “Hill equation”
item at url. http://en.wikipedia.org/). The parameter ny, the “Hill number”, quan-
tifies the degree of “cooperativity” of the phenomenon studied. Note however that
this number is purely phenomenological and bears neither physical nor mechanistic
meaning.

We used this index for the purpose of comparing the shapes of simulated to
experimental curves. It was calculated as the slope of the linear regression of log
[Cpoty /(1— Chon)] as a function of log (1), with 8-12 points equally distributed
below and above C;,O,y = (0.5. All determination coefficients were greater than 0.93
(mean + sem = 0.98 + 0.17, n = 28).

2.6 Statistical Analysis
Results are presented as mean =+ standard error of the mean. Standard error of the
mean (sem) is equal to the standard deviation divided by the square root of the

sample size (number of cases). Statistical comparisons were performed using
unilateral and paired Student’s 7-test, with a significance threshold set at 0.05.

@ Springer


http://en.wikipedia.org/

Integration of the Double Nucleation Model for HbS Polymerization

3 Results
3.1 Behavior of the Integrated Model Around Zero-time

Only the linearized version of the double-nucleation model, under initial conditions
(t,, C,), has been validated (e.g. Rotter et al. 2005b). Therefore, we first checked
whether the non-linearized, fully integrated model exhibited predictive potency
within the initial 10% of the polymerization process. The rms deviation between
simulated and experimental data was used as a criterion.

For the “25°C” data set, the average rms deviation (sim. versus exp.) was 0.04 &
0.01 (n = 8 “C,”, range: 0.01-0.07). At “37°C”, the rms deviation was 0.05 £ 0.01
[0.02-0.07] (n = 6 “C,”). Thus, within 10% completion of the polymerization
reaction, the fully integrated model deviated by less than 5% from the experimental
data. The proper (i.e. statistically) behavior of the integrated model in the early
phase of polymerization was further supported by the fact that the simulated
tenth-time (time required for the signal to reach 10% of its maximal value) was
similar, within a factor of 1.1-2.0, to experimental tenth-time (and thus to
experimental delay-time; data not shown). Nota bene: by definition, the rigorous
determination of the delay-time, as described in Sect. 2, relies on complete
polymerization curves.

3.2 Behavior of the Integrated Model up to Solubility

How does the “full model” behave in terms of whole HbS polymerization i.e. when
the process is brought to solubility? For comparison purpose, two more criteria were
used in addition to the rms deviation (from 1 to 99% completion; see Sect. 2): (i) the
“Hill number”, ny, as an index to describe curve sigmoidicity, (ii) delay-time,
expressed as the ratio of “simulated to experimental” rd.

Figure 1 shows a typical comparison of simulated with experimental polymer-
ization. In this example, the initial HbS concentration was C = 5.8 mM/1 (0.373 g/
cm’ ) and temperature was 24.4°C. Data are presented as c polys 1.€. concentration of
polymerized monomer normalized to the maximal amount of polymerization-
competent HbS (C,— Cj). The reference experimental signal (circles) was extracted
from Ferrone et al. (see Fig. 13, in Ferrone et al. 1985a). In this case, rms deviation
between simulated and experimental curves was 0.55. Delay-times were 11 ms
(sim.) and 12 ms (exp.), yielding a td_ratio of 0.9. The shape index, ny, was 0.9
and 3.8, respectively. Thus, although delay-time was well reproduced, simulated
curve was very different, polymerization being less sigmoid, and “slower”, than in
experiment.

At all concentrations and at all temperatures, similar discrepancies were observed.
Indeed, simulated whole progress curves markedly departed from experiments
beyond initial 10% completion. Table 2 (left part, “Native model”) summarizes the
results. It can be seen that the average “simulation versus experiment” rms deviation
was 0.48 + 0.04, at “25°C”. This is highly significant (p < 10~*) when compared to
0.04 £ 0.01, i.e. the rms deviation yielded by the full model, but within the first 10%
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(see section above Sect. 3.1). Similarly, at “37°C” the rms deviation was 0.62 £ 0.02
(see Table 2, left part “Native model”). Again, this figure is significantly different
< 107%) from the rms deviation calculated for the “initial 10%” (0.05 £ 0.01; see
preceding section).

On the other hand, Table 2 (left part) also shows that delay-time was well-
conserved by the full model. Indeed, average “simulated to experimental” td ratio
was equal to 1.0 &+ 0.2 at “25°C” (n = 8), and equal to 1.3 £ 0.5 at “37°C”
(n = 6). Although individual values of delay-time ratio (i.e. corresponding to the
different C,) at “37°C” were more dispersed (0.1-2.6) than at “25°C” (0.5-1.7),
none of the average td ratios (at “25°C” and at “37°C”) was significantly different
from unity (p < 0.31).

Departure of model outputs from experimental data were further evidenced
through differences in curve shape, i.e. sigmoidicity index, ny. Table 2 summarizes
the results concerning curve shape (left part, “Native model”, column “ng”). At
“25°C”, Hill number ng was 1.5 £ 0.1 [0.9-1.8] (n = 8) for the curves generated by
the reference model, versus 5.8 £ 0.6 [3.6-8.0] in experiments (p < 2.10_4). At
“37°C”,ngwas 1.0 0.1 [0.8-1.2] (n = 6) for the curves generated by the reference
model, versus 5.9 £ 0.7 [3.6-7.9] in experiments (p < 5 X 1074).

In conclusion of this section, while maintaining proper delay-times, the fully
integrated model strongly deviates from experiments after the initial 10% of the
HbS polymerization process.

3.3 Numerical Adjustment of the Integrated Model

Because of the unavoidable numerical uncertainty about the model parameters, we
reasoned that adjustments of their values could improve the integrated model
outputs with respect to experiments. We defined a “gain” as the improvement of
both the rms deviation and the shape index.

A thorough, albeit non-automated, search through the parameter space (data not
shown), indicated that the simulated whole progress curves could be brought
significantly closer to experimental’s by simultaneously adjusting two model
parameters (among five, see Table 1). These two parameters are exclusively linked
to the heterogeneous nucleation process: (i) ¢, U, an energetic term conditioning
polymer-attached nucleus stability, (ii) ¢, a geometric term, linked to polymerized
monomers surface area fraction available for heterogeneous nucleation (Table 1).

The o, - u.. parameter relative change yielding a significant gain was +40% (+50%)
at “25°C” (respectively “37°C”), constant throughout the corresponding set of HbS
concentrations, C,. On the other hand, we did not succeed in improving simulated data
with respect to experiments using a single value for the parameter ¢. Indeed, the
changes required to obtain a significant gain, ranged from 5 x 10~ (at 3.3 mM/l) to
13 (at 5.8 mM/I) for “25°C™. The required changes ranged from 3.5 x 107! (at
4.2 mM/) to 30 (at 6.1 mM/1) for “37°C” data. The right part of Table 2 (“With
adjustment”) summarizes the polymerization conditions (C, and 7), numerical
changes, and ensuing results. When carrying these modifications, “simulation versus
experiment” rms deviation was improved to

@ Springer



Integration of the Double Nucleation Model for HbS Polymerization

80 €00°0 LOO0 6'L 8l 9¢°0 ¢ Mtog L1 €000 S00°0 6L 60 890 6L'S 7'9¢
80 LLOO 200 96 7T €0 ¢, 99 *ritog] 0 LLOO 110°0 96 I LSO 9'S 1'6¢
L0 80°0 €0°0 19 9T 81°0 ¢g ritogy 90 600 S0°0 19 I 650 148 T6¢
L0 L0 90 TS €¢ Tro ¢ Mtogy 9T Lo 8l TS TI 890 LY Loy
S0 80 Lo 89 6'¢ 600 ¢ ,_eg¢ >rtogy €T 80 6’1 89 T 650 LY I'LE
€0 90 T0 100 wos T0 90 10 #00 was
L0 ou ou 8S  xxx0'€ €10 ueajy 01 ou ou 8¢ «ST  8%0 ueajy
€0 7100 €000 8¢ €T 10 $er Pntop] 60 7100 1100 8¢ 60  SS0 6L'S v'¥C
S0 61°0 $60°0 8 LT Y10 ¢, oL Pritop] S0 610 £€6°0 8 Tl S0 148Y 64T
L0 6'¢ LT0 9 67 Tro ¢, _ag Mritop] 80 6'¢ €0 S¢S €1 870 8% 192
L0 €9 T 19 9¢ 600 ¢, 081 Prtop| vl €9 L8 19 91 950 LY 96T
80 €€ 8¢ 6L 9¢ S1°0 $e_o1 oy 1 €€ LE 6L 91 TS0 96°¢ ST
80 0cs ot 89 €¢ SI'0  Pc_9gT Mmooy 1 0cs 0SS 89 81 #h0 99°¢ ST
L0 000°S 00L‘€ LY 9T €0 ¢, 966 Pntop] 90 000°S 00LT LY LT TTo e ST
60 000°LT 00091 9¢ 6C S1°0 ¢, _ag Pritop| LT 000'L1  000°8C 9¢ 91 850 8¢°¢ ST
onelx “dxo ‘wis ‘dxa wis onelx ‘dxo wis ‘dxa ‘wiIs
(s) swn-Aefoq Hy SuLt juaunsnlpy (s) awn-Kefoq Hy suLt
(¢ pue *nizo) [ppour pasnlpy Ppow SAEN W D (Do)

«DolLEs T8 PUB  D.GT,, & ‘BIEp [pIuawIadxa snsIoA paje[nuwis jo Arewwung g d[qe],

pringer

N's



T. Medkour et al.

PAJB[NO[ED J0U ‘OU

¢—01'¢ > d Hu  [opour 9ANEN], §71s424 Hu  [opoul pasnlpy,, s
»_01'G > d isWI  [opoul dALEN],, $NS24 SWI  JOpowW pASnpy,,
¢ 01 > d Hu "dxa snsuaa Hu -wiis

(€ "1998 99s) 1X9) Ay} Ul UdAIZ Inq ‘a10y payiodar jou are Hu [ejuowrrodx
Wim epour pasnlpy,, pue 2AneN,, woly #u jo uostredwod [eonsnels oy ‘AILre[d 104 , 9¢ Aq perdnnur sem ¢ rejouwrered oy pue 1 £q perdninur sem *’rico
1jewered oy ey suesw ¢, 3G *MZo 7, ‘89 1 uwmM[Od Juaunsnfpy,, Y ur pdIdxa a1e (S[IeI9p 10§ 1X9) 338 ‘) pue *1iZo) [apow PayIpoW ) Ul pasn siajowered
Kemyyed snoouaSoro)ay oy Jo suoneoyipoly “(dnois s ouorreq - woij eyep paysrqndun) . D./¢,, 1& elep oyl sl 1red 10mo[ oy {(BGRG] I8 10 QUOLID,] WOIJ PIJOBIIXd
BIEp [RIUSWLIAAXD) . D,GT,, 18 BIEP SAAIS 9[qe) oy} Jo Jred 1oddn oyjf, ‘suwnjod Surpuodsorrod ur udAld ore swin-Ae[op pue ‘(uwnjod Hu,) xopur Aorprowsis ‘(uwnjod
SwI, ) uoneIAdp parenbs ueow jooy ‘(3j9[ JeJ) suwn[od (UOHBNUADUOD [€10) SQH) %D, pue (emmjerodwd)) .7, 9U) Ul USAIS I8 SUONIPUOD [BIUWILIAAXS QOUIQJY
-9[qel 9y Jo 1red 1ySur oy ur pajrodar ur are  Jopowr paisnipy,, ay) WO SIMSaI A[Iym ‘a[qel ayj Jo 1red 1Jof oy} ul pajuasald aIe  [opoul JANEN],, AU} YIIM Paure1qo I[nsay

1’0 L0 70 S0'0 was S0 Lo 1’0 00 was
L0 ou Ju 6'S #%%x9'C #x0C°0 UedN €1 ou ou 6 %01 90 eI
L0 §00°0 2000 9¢ C SI'o $og *Mog] 1’0 S00°0 0000 9'¢ 80 19°0 1’9 43
onelx “dxo ‘wis “dxo wis onelx “dxo wis “dxa wis
(s) awn-Aefoq Huy SuLL juounsnlpy (s) swm-Aefog Hy SuLL
(ryddny pue {55 wn\}"nwdn\{z} "ewsisdny) [ppow pasnlpy [Ppow aARN  WW D (Do) L

ponunuod g J[qe],

pringer

As



Integration of the Double Nucleation Model for HbS Polymerization

() 0.13 £ 0.01 (vs. 0.48 & 0.04, n = 8; p < 10~%) at “25°C”, and to
(i) 0.20 & 0.05 (vs. 0.62 £ 0.02, n = 6; p < 5 x 10~% at “37°C”.

Similarly, the shape index was significantly increased by the numerical
adjustments. Indeed, ny increased:

(i) t03.0%£02(vs. 1.5+0.1, p<107% at “25°C”, and
(i) t02.6+ 04 (vs. 1.0 £0.1, p <5 x 1073 at “37°C”.

Table 2 presents data summary and statistics. For a representative result, see
Fig. 2 as compared to Fig. 1.

At “25°C”, the simulated delay-time was in the 3 ms —16,000 s range, as
compared to the 12 ms —17,000 s range of experimental delay-time. Thus, the
“simulated to experimental”td ratio was 0.7 = 0.3 (a figure significantly lower than
unity, p < 0.001; cf. right part of Table 2). On the other hand, at “37°C”, the
simulated td was in the 2 ms—0.7 s range, whereas the experimental one was the
5 ms—0.8 s. As a consequence, the average td ratio was 0.7 = 0.1 s (p < 0.001).
Thus, in terms of delay-time and with both temperature sets, the modified model
was faster than experiments (by 30% on the average, 10-70% range).

Figure 2 illustrates the results obtained with an initial HbS concentration of
5.8 mM/1, at 24.4°C, i.e. in the same conditions as in Fig. 1, when the above
parameters modifications are used. The continuous line represents model output,
whereas open circles represent the experimental signal. It can be seen that the
modified model is closer to experimental data: rms deviation was 0.10, and delay-
times were 3 and 12 ms, respectively; curves ng were 2.3 and 3.8, respectively.

Finally, although the adjustments did improve model outputs in comparison to the
unmodified model (Table 2), the modified model did not fully reproduce the
experimental curves and residual differences did persist. Simulated shape index
remained significantly lower than experimental index. At “25°C”, simulated n; was
3.0£0.2,vs. 5.8 £0.6, and at “37°C” it was 2.6 + 0.4, vs. 5.9 + 0.7 (p < 0.001 for
both cases; see Table 2, column “ng”). Residual rms deviations were 0.13 £ 0.01 at
“25°C”, and 0.20 £ 0.05 at “37°C”.

4 Discussion
4.1 Why Model HbS Polymerization? What Are Its Main Determinants?

From a pathophysiological point of view, within microcirculation as well as in
erythrocytes, HbS polymerization is primarily modulated by three factors (for a
extensive review, see Eaton and Hofrichter 1990):

(i) oxygenation, since only deoxygenated HbS can polymerize,
(i)  total HbS concentration, since polymerization is highly sensitive to concentration,
(iii) HDF fraction, since HbF cannot polymerize.

Oxygen-haemoglobin liganding varies along with the erythrocyte circulatory
cycle, making this process tightly space and time-dependent. HbS concentration
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depends on red cell density, through water content and ion transporters (e.g.
potassium channels). Indeed, these features define erythrocyte subpopulations,
differentially prone to sickling (Lew et al. 1997; Lew and Bookchin 2005).
Regarding HbF, it is worthy to note that it can be therapeutically induced by
hydroxyurea treatment, as well as natively present, in the so-called “F-cells”
erythrocytes (Maier-Redelsperger et al. 1998). All these factors are strongly
dependent on the addressed patient and on the erythrocyte subgroups. From a
clinical point of view, they constitute influential factors of variability, which heavily
hamper both patient diagnosis and therapeutical choices (see Steinberg 2005; Maier-
Redelsperger et al. 1998).

It is our long-term project to integrate into a predictive model the dynamical
influence of the above factors upon HbS polymerization, and thereof cellular,
rheological and microcirculatory consequences. Obviously, one crucial substrate for
such a construction will be a mathematical model covering the whole process of
HbS polymerization, taking into account time and concentrations. Thus, the present
study depicts the quantitative evaluation of the double nucleation model for HbS
polymerization (Ferrone et al. 1985b), in its native, fully integrated form. This
approach represents one step beyond the linear version, presented, validated and
exploited until now (Ferrone et al. 1985b; Cao and Ferrone 1997; Rotter et al.
2005b).

4.2 Behavior of the Integrated Model

In our hands, when limited to the initial part of the process, the fully integrated
double-nucleation model for HbS polymerization performs as accurately as its linear
counterpart. This was quantitatively supported by the low root mean square
deviation between simulations and experiments (about 5%). An additional support
was provided by the agreement between simulated and experimental tenth-time, a
quantity known approximate delay-time (Eaton and Hofrichter 1990). Of course,
from a mathematical point of view, one expects that the integrated model tends
towards its linear form when time tends to zero (C tending toward C,).

The primary question was: how does the fully dynamic model fit the whole
process of HbS polymerization when the free monomer concentration is allowed to
reach its thermodynamical limit, i.e. the HbS solubility ? In order to evaluate, as
accurately as possible, model outputs with respect to experimental data, we have
referred to three criteria (see Sect. 2). First, the delay-time was used since it is a
fundamental characteristic of the process, from both experimental and mechanistic
standpoints (see Galkin and Vekilov 2004; Eaton and Hofrichter 1990; Ferrone
et al. 1980). Second, we used the “Hill number” as an index of the curves
sigmoidicity, since experimental progress curves are markedly S-shaped. Third, we
considered the “simulated versus experimental” rms deviation, as calculated in this
case over the full dynamic range.

As shown in Table 2, the delay-time was consistently reproduced by the
integrated model over the whole data set (within a factor of ~2). Thus, from this
point of view, the fully integrated model behaves as the linearized one.
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In contrast, when considered from initial HbS concentration to unsolubility,
simulated polymerization curves strongly departed from experimental profiles.
Indeed, the simulated curves were less “cooperative” than experimental’s, with
a significantly lower index of sigmoidicity (ngy 1-2 vs. 4-6, see Table 2). As a
consequence, the model is “slower” than experimental data. A close examination of
the comparative data within the initial 10% phase already revealed some differences
(see Fig. 1), despite the “reasonably” low rms deviation. This significant
divergence between simulation by the fully integrated model and the experiments
is the crucial observation of this study. Should one considers the predictive accuracy
of the linearized model (see for instance Rotter et al. 2005a, b), this observation is
somewhat surprising.

Simulated whole progress curves were less cooperative than the experimental
ones. We hypothesized that the heterogeneous nucleation pathway, which endows
the double-nucleation model with its autocatalytic property, was in some way
underestimated. This could be due either to quantitative (and/or qualitative) errors
and lacks in the thermo-kinetic description. In our view, to solve these discrepancies,
many complementary paths will have to be explored, pertaining to the chemical-
physics. Among them, we anticipate that the influence of the polymers, in terms of
their shapes, sizes and concentrations, upon the activity coefficients of model
species) will prove decisive and significant in better describing HbS polymerization.

Before resorting to this approach, we explored the possibility that the
uncertainties about the five “optimized” parameters could explain part of the
divergence of the simulated polymerization from experimental data.

4.3 Numerical Adjustment of the Integrated Model

We reasoned that adjustments of the parameters values could improve the output of
the integrated model with respect to experiments. Presentation and analysis of the
various sources of errors and uncertainties in the model can be found in the seminal
model (Ferrone et al. 1985b) and in subsequent published modifications (see
Table 2). The main points are listed below :

(i)  experimental errors per se,

(i) errors derived from the original fit of experimental data to the linear model
(initial 10%),

(iii) errors derived from subsequent optimizations (e.g. constrained with an
experimentally derived value for the bimolecular addition rate constant, k),

(iv) uncertainties inherent to the double nucleation model assumptions and
simplifications.

The fact that the delay-time was preserved by the model in whole progress
curves, together with a close inspection of relevant publications, strongly suggest
that the homogeneous pathway is well described (e.g. Cao and Ferrone 1997; see
also Table 2).

One of the reasons why the homogeneous pathway proved to be easier to analyze
than the heterogeneous one resides in the fact that it can be “straightforwardly”
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evidenced and quantified in experiments (e.g. Galkin and Vekilov 2004; Cao and
Ferrone 1997; Samuel et al. 1990). Conversely, the heterogeneous pathway proved to
be much more difficult to describe (Ferrone et al. 1985b, 2002; Rotter et al. 2005b).

Thus, it appears most likely that the marked divergence between simulated and
experimental progress curves is due to an underestimation of the heterogeneous
pathway rate. Our view is supported by the significant improvement of the fit, via
the phenomenological adjustment of the model parameters involved in the
heterogeneous pathway. These parameters are g;,- [, an energetic term describing
the stability (and thus the concentration) of the heterogeneous nuclei, and ¢, a
geometric term describing the fraction of polymerized monomers involved in the
attachment of such nuclei to a polymer fibre (see Table 1).

As shown in Table 1, in addition to o,- .. and ¢, another model parameter is
involved in heterogeneous process, a;-1... However, we observed that modifications
of this one parameter (up to £50%), alone or in combination with others, did not
significantly improve the fit of simulation to experiment (data not shown). We
interpret this as due to the low value of this parameter (< 1073 kcal/mM), that
would restrain its numerical influence upon the model, especially as compared to
02 Uees (about 6 x 1073 kcal/mM, i.e. more than 50-fold greater, see Table 1).

Concerning the other two parameters (k, and fi,., see Table 1), a manual and
extensive, search revealed the simulation to experiment fit could not be improved
through them. In other words, among all the tested combinations, those that proved
efficient to some extent consistently involved a modification of o5 .. and/or ¢.
Simultaneous modifications of both of these parameters, as reported in Table 2, were
the most efficient and significant. This is the second main observation of this study.

Both a,- 1. and ¢ directly control the heterogeneous nuclei concentration, hence
the heterogeneous pathway rate, via the equilibrium constant of heterogeneous
nuclei attachment to pre-existing polymers. At “25°C”, the first one parameter,
05 U, has to be modified by a constant factor of “1.4”, for optimal gain. At
“37°C”, the modification factor is 1.5 instead. Although this value did yield a better
fit “improvement” than “1.4”, the difference between the two factors is likely
circumstantial, for two reasons :

(i) their relative difference is small (less than 10%),

(i) the thermodynamical equations used to describe the temperature dependence
of the heterogeneous pathway parameters (equations first introduced in Cao
and Ferrone 1997) led to the addition of six new parameters (enthalpic and
entropic terms), that were in turn identified by optimization (see Ferrone et al.
2002, and Table 1 therein).

By the rationale above, and for the sake of simplicity, we will ignore the effect of
temperature in the following part of the discussion.

Whereas the changes brought to g,-u.. could be kept constant all over the
concentration range (C,), the parameter ¢ had to be differentially corrected along
C,. Our interpretation is that the global optimization procedures, as carried out upon
all five parameters in the seminal model (Ferrone et al. 1985b) or upon four of them
(Cao and Ferrone 1997: k, fixed by experiments), yielded strongly interdependent
values. Even more, this (otherwise unescapable) flaw has been combined with the
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use of zero-time linearized model(s), bringing forth several unrealistic conse-
quences. For one, it constrained HbS monomer concentration to a constant value
(C,). In turn, this forced static sizes for the nuclei (i* and j*) and actually static
values for all “dynamic parameters” depending on monomer concentration (see
“Appendix”’). Secondly, the linear model ignored the various, dynamic as well,
contributions and effects of polymers. Indeed, during the polymerization process,
monomers are consumed and their concentration decreases (eventually reaching
solubility).

By the same rationale, polymers (fibers and polymerized monomers) increase
along the process and they likely modify, in a profound way, the properties of the
monomers—polymers—water “solution” (e.g. molecular crowding: Minton 1981,
1998; see also Boublik 1974). Indeed, it is worthwhile to recall here is that one
major achievement of the double nucleation model, both from a qualitative and
quantitative standpoint, is the explicit and analytic inclusion of the excluded
volume-dependent activity coefficients of (i) the free HbS monomers, (ii) the
homogeneous and heterogeneous nuclei (see Ferrone et al. 1985b; Rotter et al.
2005b).

5 Conclusion

In fine, our project and studies aim at exploiting the double-nucleation model in
order to quantitatively predict HbS polymerization, as it occurs under the actual,
dynamic conditions prevailing in erythrocytes and microvessels. We anticipate that
this would provide a useful tool for the clinical management of the sickle cell
disease patients and the prevention of vaso-occlusive episodes. The results reported
here show that the (otherwise validated) double-nucleation model for HbS
polymerization cannot be used as such and must be adapted. The first line of
modifications concerns the inclusion of relevant physico-chemical aspects. A more
realistic description of molecular crowding and activity coefficients is under current
evaluation.
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Appendix
The Double Nucleation Model
As mentioned in Sect. 2, the core equations of the double nucleation model of HbS

polymerization relate to the three main kinetic equations involving monomers and
polymers:
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— removal of free HbS monomers from the solution by the elongation of polymers (or
“fibers endings”; see Eaton and Hoftrichter 1990); this corresponds to core equation 1,

— production of polymers by the two nucleation pathways; this corresponds to core
equation 2, which is actually sub-described into (2a), for homogeneous
pathway, and (2b) or (2c) for heterogeneous pathway (depending on j*),

— conservation of total concentration of HbS monomer; this corresponds to core
equation 3.

1. Removal of HbS monomers from the solution by the elongation (core
equation 1):

—dC
o k(0 C5G) G (1)

Along time-wise integration, this equation yields C; the process stops at solubility, C,.
2. Generation of polymer fibers (elongating fibers endings; core Eq. 2) by
homogeneous (2a) and heterogeneous (2b) pathways:

dc,
~—. = Vhon en 2
at Vhon + Vi (2)
with
ky - K i
Vhon = ( T > : (V : C) ! (28)
Vi1

(Vhon, homogeneous pathway, i.e. addition of a monomer to the homogeneous
nucleus, in solution) where,

- i represents the size of the critical nucleus (on a monomer basis)
(4-R-T+6-p,)
R-T-1n(S)

i =—

9,90

For brevity, equations for activity coefficients (“gamma’s

are detailed in Ferrone et al. 1985b.

— S, supersaturation = y-C/ y5-Cg

— 0, and 0, are parameters describing the fraction of contacts, as normally present
in the “infinite” polymer, that are actually formed in an homogeneous aggregate
of size “i*” 0, = 1.29, d, = 0.84 (see Ferrone et al. 1985b)

— K;-, apparent equilibrium constant for the aggregation of “i*” monomers into
the critical homogeneous nucleus (F. Ferrone, unpublished: modified form of
Eq. A3.13 in Ferrone et al. 1985b):

V8

In(K,) = € n(In($)) = oIy €) 4 € (1= 1n(©) + 1y, €+ 1n (L)

) are omitted here; they

Calculation of the Heterogeneous Pathway Rate

For the calculation of vy, rate of addition of a monomer to the heterogeneous nucleus
(onto existing polymers), two cases are distinguished, depending on ", the actual size of
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the heterogeneous nucleus, as compared to the j,.. limit (o = —02led/T1lee),

corresponding to the size beyond which its attachment area to the polymer (thus the

chemical interaction potential) does not increase any more (Ferrone et al. 1985b):
-case 1 :j* <juax

P = &
ln(S) + &
with
—01 - Hee 51#176 O2lee
—_ - e t__(4 — 4 4 —2Fcc
in which case,
In(S 2,
Vhen = k. - [n(""‘fl)] €2 .y.C-T- Cpoly (2b)
<
-case 2: > juax
7=t j =i+ (1/Ins)
in that case,
Vhen =ky - Cp - (y-C)-T (2¢)

with
Ol e +3-R-T

52-,[1.
] o pC
R T (") +

In(Cj-) =In(@ - (Co — C)) +j" - In(S) + T

Kicmax .
- é 'm;j -3 ln(]max)
Uicmax» the chemical potential of the critical heterogeneous nucleus (F. Ferrone,

unpublished correction of a typographical error of Eq. A3.22, in Ferrone et al.
1985b), is

—O02lec
In(;H) +1

:uijax -

3. Concentration of polymerized monomers, calculated from total HbS conser-
vation (core equation 3):
Cpoy=Co, — C (3)

Model variables and units are presented in Sect. 2. Main HbS-related constants
used:

— V, monomer specific volume = 0.0497 1/mM (0.767 cm>/g)
C,p» monomer concentration in polymer phase = 10.8 mM/1 (0.69 g/em?)
— p, monomer density, relative to polymer = 0.537 (Cpp x V)
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ANNEXE I

Ajustement de la non-idealité d’encombrement mol&ste :

Application de la CPT

et dérivation des équations des ccefficients d'iétiv

All-1. LA THEORIE « CPT »DES PARTICULES CONVEXES

All-1-A. VOLUME EXCLU ET CO-VOLUME

All-1-B. VOLUME EXCLU ET ACTIVITE
All-2. LES EQUATIONS CPT DES COEFFICIENTS D’ACTIVITE

All-3. REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES



All-1. LA THEORIE « CPT » DES PARTICULES CONVEXES

La SPT (« Scaled Particles Theory&)été étendue en CPT (« Convex Particle
Theory ») pour traiter le cas d’'une solution aves darticules solides de différentes tailles et
formes [Boublik 1974; Minton 1998; Hall and Mint@®02; Hall and Minton 2003; Hall and
Minton 2004]. Nous avons utilisé la CPT pour décria non-idéalité d’encombrement

moléculaire dans les modeéles Il et IV (Résultatssections VI-3 et VI-4).

All-1-A. VOLUME EXCLU ET CO-VOLUME

Si 'on considére une molécule individuelle «testdans un environnement
moléculaire d’arriere-plan (c.a.d. non-réactif), d&olume exclu » se référe au volume de
solution qui est non-accessible au centre de nuessette molécule [Zimmerman and Minton

1993].

Figure All -1 : lllustration du concept de volume exclu
(Zimmerman and Minton, 1993)



La figure All-1 illustre le volume disponible a uparticuletest(disque central hachuré) dans
une solution contenant des particules arriére (dphéres solides). Chaque particule se trouve
au centre d’'une région sphérique, indiquée dampdale de la figure par un cercle discontinu.
Cette région représente tmvolumede la particuletest et des particules d’arriere-plan,
volume effectivement inaccessible au centre de endeda particule (point noir). Le volume
accessible a la particutest est défini comme égal au volume total de la s tdiminué du
covolume [Zimmerman and Minton 1993]. Par exemple, a laceotration standard de
I'hémoglobine (5 mM), avec un volume spécifiquejé3 cni/g et un poids moléculaire de
64 000 g/mol (cf. Matériel et méthodes), la fraatide volume de la solution occupé par

I’'hémoglobine elle-méme est de 27% environ.

All-1-B. VOLUME EXCLU ET ACTIVITE

Toutes les données expérimentales et toutes ldgsasathéoriques portant sur les
propriétés thermodynamiques et fonctionnelles detejmes, en milieux ou solutions non-
idéaux, indiquent que le volume exclu (par des oraotécules, protéines, polymeres,...) a
ces mémes protéines est un facteur déterminantumd leur conformation et de leur
fonction (pour revues et références, [Zimmerman Rhdton 1993 ; Minton 1998]). La
thermodynamique et la thermodynamique statistique exploitées pour quantifier le volume

exclu, et son influence sur I'équilibre et la cigée des réactions.

Thermodynamique préliminaire :influence des solutés d’arriére-planConsidérant la
réaction générale suivante, se produisant en saluti

X X+ XX, +. +X X —_ Xig X T XX g T + X, p X

ou X, représente la®T® espéce de réactant ou de produit, représente le coefficient

stcechiométrigue de cette espéce,et preprésente respectivement le nombre total des



réactants et des especes produits. L'unité detioéacorrespond a la conversion
steechiométriqgue de chaque réactant en produitohstante d’équilibre thermodynamique, a
température et pression constantes est donné&pdoh 1998]:

y+p

[
Ke(T,P) = =~=— (ATI)

s

ou & représente l'activité thermodynamique de’Ts espéce.
Bien que I'activité puisse étre défirgepriori dans toute échelle de concentration, il convient

d’utiliser la concentration molaire po@;, car elle est directement proportionnelle a las@tén

numérale (« number density » ; Minton, 1998) :

a(ch =y dchec, (All-8)

ou C représente un ensemble de concentrations de saléftnissant la composition de la
solution. Il faut souligner que la spécification @einclus les concentrations des especes
« d’'arriere-plan » aussi bien que les especesastio@. Le ccefficient d’activitg;, est une
mesure de la différence entre le potentiel chimidegs espécdsa composition définie de la

solution et le potentiel chimiqudéal [Minton 1998] :

RTIny, ({Ch) = w1 (ch - 1 (All-9)
ou
(%
0N e
et
w4 = lim g



Les équations (VI-7) et (VI-8) peuvent étre réageas en une expression de la constante
apparente d'équilibre de la réaction, constanten@é€omme fonction de la concentration au
lieu de l'activité :

y+p

c
K(T,Pfch =" (All-10)
c
ou,
1k
M=, (All-11)

Suivant cette analyse, I'effet des especes sobkiégd’équilibre est manifesté au travers de
l'effet de ces solutés sur les ccefficients d’atdivile chacun des solutés et des especes

réactant et donc sur le facteur de la « non idgallt .

Calcul des ccefficients d’activité via les modelestdermodynamique statistiqueSuivant la
théorie de la mécanique statistique des solutienglcMillan et Mayer (cité par [Zimmerman
and Minton 1993]), le ccefficient d'activité de I8™ espéce de soluté peut étre écrit comme

une expansion en terme des concentrations de tiegtespeces :

|nJ/IZBI]C] +ZkB|JkCJCk o (A“'lZ)
J B

ou les ccefficients d'interaction (« virial coefoit »)B;, By, ,........ peuvent étre formellement

calculés comme une fonction du potentiel effecgt dorces (« champ moyen ») agissant
entre un nombre arbitraire de solutés. Pour « dmrps », le ccefficient d’'interaction est

donné par :

B, = 47N, T{l— exp[-U, (1 )/kT]}rijzdrij (All-13)

r=0



ou N, est le nombre d’Avogadroy; est la distance entre les centres de masse des deu

particules en interaction, &t; est le potentiel moyen des forces agissant eesrenblécules

de soluté de 1T et de la'f™ espéces. Pour la cas spécial d'une seule espéuartitaule,
'équation (VI-12) se réduit a :

Iny=B,C+B,C*+........ (All-14)
ou B, =B,,B, =B, ,etc
Modeles de particules solidesLes propriétés colligatives des solutions de pna®i
globulaires est tres bien approximé, dans une lénge gamme de concentrations, par un
modele dans lequel le potentiel moyen des forcesepsésenté par un simple potentiel de

sphéres solides « dures », mutuellement impénésabl

u@.)=14" i =6 (All-15)
! 0 1, >r+r

Cette approximation mene au modeéle de particulddesodes solutions a macro-solutés

rigides (Ross and Minton, 1977), suivant lequelgcigamolécule de soluté est représentée par

une particule solide « équivalente ».

Application de la SPT. La SPT Gcaled ParticleTheory cf. Chap. lll, section IlI-4)) peut
étre appliguée a des solutions contenant une ssplece (taille et forme uniques). Pour un
ensemble de particules solides sphériques, lesatenfs d’interaction au-dela de; Bnt été
évalués analytiquement et intégration numérique, et les deux types de rétsuttoincident

de facon satisfaisante ([Zimmerman and Minton 1928t and Minton 2003]) :

B2 = 8v B5 = 35,30v
B3 = 15V B6 = 47,£v
B4 = 24,48V B7 = 65,9%



Il a été observé quesBet B; peuvent étre calculé de;Bn utilisant la relation empirique
suivante :

B, =0.171B,B, (All-16)
Ceci suggere gue les ccefficients d’interactionteesphéres solides dures, d’ordre « élevé »
peuvent étre estimés de fagon fiable avec cetm@polation empirique. La combinaison des

équations (VI-14) et (VI-15) donne :

00

Iny =B,C+B,C?+B,C* +B,C*Y_ (0.171B,C)

i=0

=BC+BC?+BC +BC) — ~ (A7)
1-0.171B,C

L’équation (VI-17) prédit que le potentiel chimiqdeine sphére dans une solution de sphéres
solides peut diverger quand le dénominateur duigleterme s’annule, c’est-a-dire quand

0.171B,C - 1. B,C est égal a ®, ou ® est la fraction du volume total occupé par les

spheres. Enfin, I'équation (VI-17) prédit qué® ne peut pas excéder la valeur
1/(0.171x8) = 0.73, en accord avec la fraction de volume occupé par sphere solides

identiqgues dans un empilement compact de typexagonal close packing(MCP ; densité

0,74).

All-2. LES EQUATIONS « CPT» DES CEFFICIENTS D'ACTINTE

Application de la CPT. Le domaine d’application de la SPT (décrite ci-de}a été
étendu pour traiter le cas d’'une solution avec heticules solides de différentes tailles et
formes. La théorie résultante est la «théorie padicules convexes », CPT (« Convex

Particle Theory » ; cf. [Boublik 1974] ; pour rewef. [Minton 1998; Hall and Minton 2002;



Hall and Minton 2003; Hall and Minton 2004]). Noasgons utilisé la CPT pour calculer les
ccefficients d’activité des particules (ainsi qu® dans I'hypothese ou la solution est
composeée de deux classes gémometriques de pasticdigres » (ie. non interpénétrables), a
savoir des spheres «dures » (monomeres de Hb®yatnn homogenes) et de cylindres

(fibres polymeres).

La non-idéalité induite par des particules convedé&gsend de la fonction de longueur
(décrite ci-aprés), ainsi que de la surf&eet du volumeV; [Boublik 1974]. Lindicei
représente la classe de la particule décrite (pleemmonomere ou polymeére ou toute autre
espéece spécifigue de morphologie spécifique corvéxe fonction de longueur, notée,

(« Helper », appelée aussi fonction de Kihara)ggate a une demi-projection de la particule
«i» sur un axe directionnel, moyenné sur touéssdrientation possibles de la particule
relativement a cet axe. L’expression analytiquecokfficient d’activité d’'une particule « i »

est:

H, <<S>>+S << H >>+V, <<1>>
=<V >> (All-18)

Iny, ==In(l- <<V >>) +

Hf << S>>2 +2V, << H >><< S>> +\/i << H? >><< §>>?
2(1- <<V >>)? 30- <<V >>)?

ol << X >>= Zpkxk et<< 1 >>= Zpk ,

P, représente la densité numérale de¥%klasse présente en solution.

Nota bene Nous avons utilisé la CPT pour le calcul des mefits d’activité (et de « big

gamma »/") dans les modéles I, Il et IV.



Hypotheses générales

H1. La concentration des noyaux est faible par ogtpgux concentrations des monomeres et
des fibres, leur densité numérale est donc nég(jggede classe « noyaux »).

H2. Les monomeres et les noyaux ont une forme &pleér

H3. Les fibres ont une forme de cylindre droit.

Deux classes ont donc été définies, les monomépm®ies, «i» = 1) et les fibres

polymeres (cylindres droits, « i » = 2), et 'éqoatgénérale suivante a été utilisée :

H <<S>>+S5 <<H >>#/ <q>>+ Hi2 <<S> +/ <<H >><€>>+\/i <<H? >><<8>x*
1<V >> A<V > <<V >

Iny =—In(-<<xV/ >3+

(All-19)

oll, << X >>=>"p X, et<<1>>=>p,

pk. densité numeérale N,.C

Na: nombre d’avogadro

C : concentration

H;: fonction de Kihara de la particule i
S: aire de la particule i

Vi : volume de la particule i

Monomeres: Les monomeéres de HbS sont assimilés a des sptté2¢ de rayom

La surface des monomeres : S = 4
S 4
Le volume des monomeresv = Em

La fonction de Kihara associée aux monomeres rH =



Noyaux: Les noyaux actives, homogéneast]l), sont assimilés a des sphéres (H2), de

volume :
Vi, =(0* +1)1 (éq Al1,3 pp625, Ferrone et coll., 1985b
Yo,

p . est la densité relative du monomeére dans le palgm

i* : lataille en nombre de monomeéres du noyau cetijgomogene

1
. 3 . =
\/i*+1 :I*+1:[R*+lj :R*+1:(I*+1]3r
\' P r P

Fibres polymeéres: Les fibres polymeéres sont assimilées a des agmdiroits (H3) de

volume :
V. = CPOWX
f
C, p

C oy CONcentration des monomeres polymérisés

C,: concentration des fibres polymeres

NB : le rapport des monomeres polymérisés a laamnation de fibres polymeére€,/Cy)

représente la taille moyenne des fibre, expriméecambre de monomeres



R, =33r

H

= 7_T+£ 33

H 4 2

S, 2m(2L+1)R?
_f:(—z)f:1(2L+1)(3_3)2
S amr 2

[lcgyjem c
L= P = é""y (0.021779

2R, ;
On posel = —*%
p
lv
v, =V
0

H = (0.03592 + 2.5905H
S, = (023711 +5.445S

Ccefficient d’activité des monomeres

1- <<v>>=1-vy(C +|—Cp)
P

Hi << S>> +SI <<H > +\/i <<1>>

H <<S>>+§ <<H >>+V, <<1>>=H[SC+S,C, ] +JHC+H [ C,]+VC+C ]

H; <<S>>+§ << H >>+V, <<1>>=v[7C + (0.81906] +25.1065.C ]



Hi2 << §>>2 +2V, << H >><< S>>

H? << S>>% 42V, <<H >><<S§>>=H?’[SC+S,;.C,]? +2V.[HC+H, C ][SC+S, C,]

H? << S>> +2V, <<H >><< S>>=Vv’[C + (0.2371l +5.445 C ][15C + (2.34942 +64.548.C ]

V, << H? >><<S>>7

V, <<H?>><<S>>*=Vv[H?’C+H{C ][SC+S,C,]°

V, <<H? >><< §>>*=9v°[C + (0.03592 +2.5905°C_][C + (0.2371l +5.445C ]

| v[7C + (0.81906l +25.1065C ]
Iny=-=In[1-v(C+—C_ )]+ i
P

1—v(c+;cp)

, VI[C+ (023711 +5445C ][ 75C + (L174711 +32274C] (All-20)

[1-v(C +|—Cp)]2
Yo,

.\ 3v’[C + (0.03592! +25905°C,][C + (0.2371l +5.445C ]

[1—v(c+lcp]3
P



Le ccefficient d’activité des noyaux homogénes

Hiyy << S>> "'S.*+1 <<KH >4V, <<1>>:

Hiyy <<KS>>+S,,, <<H >>+V,,; <<1>>=H, [SC+S5,C ]+S.,[HC+H C,]+V,  [C+C ]

1
) 5
H.,, <<S>>+S,,, <<H >>+V,,, <<1>>= 3v{(l+l)} [C +(0.23711 +5.445C ]
P

(i*+]

+ 3\/{0 ;’DT[C + (003592 +25909C, ] + vC+C,]

HZ,, <<S>>% +2V,, << H >><< S>>

HZ., <<S>>% 42V, <<H >><<S>>=H, [SC+S, C,]* +2V,, [HC+H,C [SC+S,C,]

2
3

1 *
HZ2,, <<S>>% +2V,, << H >><<S>>= 9.v2[u} [C +(0.2371l +5.445C ]?
0

1 *
+6V° ('—ﬁjl)[c +(0.03592 +2.5909C, ][C + (0.2371l +5.445C, ]

V., <<H? >><< S>>2:

Vi SKHZ >><<S>>2=V, [H®*C+H{C][SC+S,;C,]?

1%
V., <<H? >><<S>>"= 9.v3.w[c +(003592+2590%5°C_][C+ (02371 +5445C ]’
0



ny.,, =—In[1-v(C+— | C,))l
P

w{('*ﬂ)} [C+ (02371 +5445C ] ++ (I*pl)} [C+(0.03592 +2.5903C ]+(I*pl)v[c+c |

[1-v(C +'—cp]
0

2

{(' pﬂ [C+(02371+5445C,]% +3V2 ( p])[c+(003592+25905c J[C+(02371+5445C,]

A-vC+" c,l’
Yo,

3v. "D (c 4 (0035921 +259052C J[C + (023711 +5.445C ]
p p
P (All-21)

ﬂ—WC+LCJ3
Yo,

Le rapport des ccefficients d’activité du polymére o et du polymere portant un noyau
activé ) :

Yo
yj+1

Inll =

AS << H >> AV <<1>>+AV << H >><<S>>+AV << H? >><< S>>?

InT" =
1- <<V >> (- <<V >>)? 30- <<V >>)°

(eq. 10, pp402, Ferrone et coll., 2002)

AS : aire du noyau hétérogene activé

AV : volume du noyau hétérogéne activé



AV =(j* 4D
P

AV _ (j*+)

v op

2
AS _ AR, _[(j*+1)]°
4rr? Yo,

AS<<H >>+AV <<1>>;

AS<<H >>+AV <<1>>=AS[HC+H;C ]+AV[C+C, ]

2

I EOREIE (j*D
AS<< H >> +AV <<1>>= 3y ~—~ | [C+ (0.03592] +25909C, ] +Vv| ~—~ | [C+C,]
P P

AV << H >><< S>>

AV <<H >><<S>>=AV.[HC+H;C [[SC+S; C ]

1 *
AV << H >><< S>>=3V° {M}[C +(0.03592 +2.5909.C,][C + (0.2371l +5.445.C ]
P

AV << H? >><< S>>?:




AV << H? >><<S>>*=AV.[H*C+H{C 1[SC+S, C,]°

AV << H? >><< S>>2= 9.v.[w}[c +(0.03592 +2.5909*C,][C + (0.2371l +5.445.C,]?
0

3.v{(j*p+l)r[c +(0.035921 +25905C ] + v{(j;l)}[c +C,]

InT =

L-v(C+ ' C,)]
0
(All-22)

32 {(J p+1)}[c + (0035921 + 25909 C, ][C + (02371l +5445C,]
+

L-v(C+-C )
0

3.v.[(1 p+1)}.[c +(0.03592 +2.5909*C,][C + (0.2371l +5.445.C ]°
+

[1—v.(c+'—cp)]3
0

All-3. REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Boublik, T. (1974). "Statistical thermodynamicscoinvex molecule fluids." Molecular
Physics27: 1415-1427.

Hall, D. and A. P. Minton (2002). "Effects of inemlume-excluding macromolecules on
protein fiber formation. 1. Equilibrium models." &hys Chen®8(1-2): 93-104.

Hall, D. and A. P. Minton (2003). "Macromoleculaowding: qualitative and
semiguantitative successes, quantitative challehBéschim Biophys Actdl 6492):
127-39.

Hall, D. and A. P. Minton (2004). "Effects of inemlume-excluding macromolecules on
protein fiber formation. 1l. Kinetic models for neated fiber growth.” Biophys Chem
1073): 299-316.

Minton, A. P. (1998). "Molecular crowding: analysiteffects of high concentrations of inert
cosolutes on biochemical equilibria and rates imgeof volume exclusion.” Methods
Enzymol295 127-49.

Zimmerman, S. B. and A. P. Minton (1993). "Macroewllar crowding: biochemical,
biophysical, and physiological consequences.” AReu Biophys Biomol Stru@2:
27-65.




ANNEXE Il

Dérivation des équations du modele linéarisé

Alll-1. LES EQUATIONS PRINCIPALES DU MODELE LINEARISE
Alll-2. LES EQUATIONS SECONDAIRES DU MODELE LINEARISE

Alll-3. REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES



Alll-1. LES EQUATIONS PRINCIPALES DU MODELE LINEARISE

Nous avons évoqué qu’au premier ordre, la partteli@ des courbes de progression
de la polymérisation peut étre décrite par I'équratsuivante (ég. VI-1, cf. section VI-2-A. ;
cf. [Bishop and Ferrone 1984)):

Cpoly = A . [cosh(B.t) — 1]

ou, Afol (g - db/dCy) (Alll-1)
B®=Jy. (g - df/dCo) (Alll-2)
et, en corollaire, B’A=J. & (Alll-3)

avec fp vitesse initiale de la voie homogeng, vitesse initiale de la voie hétérogene ;

Jo, vitesse initiale d’élongation.

- Par définition, la vitesse de nucléation homogestgcf. membre droit, premier terme de
'éq. V-1, Matériel et méthodes

— k+ X Ki* X (yX Co)i*+1

f0 (Alll-4)
Viera

et, la dérivée est:

df, (i +1) % (- dlny)_dlnym]xh (Alll-5)

dC, dinC, dinC, = C,

- La vitesse d’élongation des polymeéres est (cfMég, Matériel et méthodgs

J, =k, (yxC, —ys xC,) (Alll-6)



- La vitesse de nucléation hétérogene est (cf. setmyme a droite, de I'éq. V-Matériel et
meéthodeps

Jo =k, xC,. xyxCyxT (AllI-7)

Alll-2. LES EQUATIONS SECONDAIRES DU MODELE LINEARISE
Température :Les équations décrivant I'effet de la tempérasirela constante cinétique, la
solubilité, et le potentiel des liaisons intermaoléires au sein du polymere ont été
présentees :

- ki (équation VI-18, remplace VI-2 du modéle de base)

- Cs (équation VI-4)

- Mpc (équation VI-20, remplace VI-3 du modele de base)

Par ailleurs les équations, VI-21 a VI-23 (cf. ®&ds, section VI-4-A) sont utilisées pour le

calcul deoiuce, Oouce, €1 @

Monomere :
e Pour le calcul des coefficient d’activité du monomét du monomere a la solubilité,

I'équation suivante est utilisée (dhatériel et méthodés

6
y=expQ B,.,C") (Alll-8)
k=1



e LesBy+1 sont:

B, = 8V,,
B, =15V,

B, = 24 48V,
B, = 3530V,
B, = 47.4V .,
B, = 65.9V %,

avecVep = 0,05054226 I/mmole

Noyau homogeéne :
* Pour la taille critique du noyau homogene, I'équatv-6 (cf. Matériel et méthodés

est utilisée :
i = -(4RT+A % tpe)IRTX IN'S
* Pour le calcul du ccefficient d’activité du compleativé (noyau + 1 monomere) :

ye1= exp{ -IN(1-Vepix C) + [3 Veprx C /(1- Vepex C)] p M3 (17 +1) 3
9 213 o5
+[3(pix € + 2 (Vapix CFY(L - Vepx CY p 22 (7 +2)

+ [ VpxC (1 + Vepix C + (Vepix C))/(L - Vepx C)] 7 (I +1) }

NB : Cette équation est identique a I'équation \&#&cVsp: = 0,0477 I/mmole.

« La constante d’équilibre de formation du noyau hgéme (mM') est calculée selon :

%'n(yxc) FE@-In8) +in(ysxC)+ M8 1 (5, -1 =

InK. =¢IninS-

avecé =—(4+9, x u,. I RT),



Noyau hétérogéene :

» Taille du noyau hétérogene critique:

.k 52 . % .
- = our <
J NS+, p J J max
— Jllucc _ UZlucc
avec = - s =f+4+ ==
d RT 2=¢ RT

[ =-[0,% 1, +3RTIYRTxIN S=i+(1/In S) pour | >jmax

+ La taille de l'agrégat hétérogene au-dela de ldgukhddition des monomeéres

n‘augmente plus la surface de contact avec le palgm

j - — UZlucc
max
Jllucc

» Potentiel chimique du noyau critique hétérogéne :

Hic max = "ot (kcal/mmole)

In(Y, )+1

J max

» Concentration des noyaux hétérogenes :

.Ian*:Inqo+£2(1—lnfz)+52%}i+len(ln8+&)pourj<jmaX

xInj +

o, xu . +3R
( 1 /Jpc T) _3X|njmax
RT

62 ></upc _ ﬂijax
RT

- InC. =Ing+j xInS+
P e RT

pour j* > jmax



* Rapport du ccefficient d’activité du polymére nuauc du polymereayant fixéun

noyau hétérogéne (de taijte :

lnr:_(u*+nj%3x0xvm_xj*ﬁoxcxwma+0xvm+40xvmf)
p) 1-CxVy,  p t-cxv,,f

Les dérivées des ccefficients d’activité :

Ccefficients utilisés pour le calcul des dérivées

(Vsptxc_l)
_2 V. xC
b=fixg+f 2xflx P~ _
1=V, XC)
1 9
: f SXf/x[VSth-I-ix Sth)Z]
= f3xh+2x P 2 p
i L=V, xC)?
g= 3\/32thC _3\/5th Sptxc_l)
VeuXC=D* (Vg xC-)
d:fxi+f/X[(VSthC)Z+VSDtXC+1]XVsthC
(1—Vsm><c;)3
f=i*+1
[_M_l
f/:_(4RT+5lx’up°)x dinC C
RT SZ
_ BV +2WV5, xC)

V.
~ [27(V,,, X C)? + 6V, xC] x spt

(\/Sptxc:_:l')2 (Vsptxc_l)3



= vz x 0 x Ve XOF Vo XC ]| 2V XC#Vo5) ¥V XC [V XC) Vi XC I XV
(Vspt xC-1) (Vspt xC-1)
Monomere

Dérivée du cecefficient d’activité du monomeére :

> = 8cht
B, =30V,
B, = 7344/
B, =141V,
B; = 23N,
B, =3954V,,

Noyau homogene

Dérivée du ccefficient d’activité du complexe actfméyau + 1 monomere) (SD) :

diny,.., - -2 4
"1 —la+bxp 3+c xp 3 +dx xC
dinC [ P 1 X P Pl
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ANNEXE IV

Le modele « Domaines »

AlIV-1. PRINCIPE
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IV-2-B. EN SOLUTION
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AlV-1. PRINCIPE
Cette annexe compléte la présentation du modélemaihes » (ou modele 1V) qui est
faite dans le chapitre VI (section VI-4-B.). Elleépente les équations spécifigues de ce
modéle et leur dérivation. Les équations spéciiquencernent :
- le calcul du nombre ddomainegdans lasolution),
- le calcul des parametres et variables « locauxs>ddenaines, a savoir
= la longueur moyenne des fibres (par domaine poorddéle 1Vb)
= |e coefficients d’activité” (par domaine pour le modeéle IVb)
» les vitesses d’élongation et hétérogene

- yetyx1, en solution.

Comme nous l'avons précisé dans les Résultatadadif), nous avons mis en place
deux modeles «domaines » (modele IVa et modeéle). IMDn peut résumer leur
caractéristiques comme suit.

Dans les deux modeleta concentration des noyaux hétéroge@gs, est une variable
propre a chague domaine (véinnexe Y.

Le modele IVa :Dans ce modéle « spatial simplifié », « big gamma st calculé a
partir de la longueur moyenne des fibres et dedencentration (moyennes sur la solution).

Le modéle IVb :Dans ce modele « spatial détaillé », le nombrélaes dans chaque
domaine et leur longueur permettent de calculeforgueur moyenne des fibres de ce
domaine ; la longueur moyenne des fibres est édligour le calcul local de « big gamma »,
/). Comme nous le détaillerons ci-apres, chaque dwmmpossede en propre, et est
caractérisé par :

- une concentration de noyaux HED

- une concentration de fibreS; (ot dom



- une longueur moyenne de fibresn_dom
- des parametrd® de non-idéalité et un ccefficiert

- une vitesse d’élongation et une vitesse hétemgen

AlV-2. PARAMETRES ET EQUATIONS
Nous ne présentons ici que les équations et pamaméncipaux, en tant qu’ils se
différencient de ceux qui ont été déja définisparticulier (i) dans le Chap. VI (Matériel et

meéthodes), (ii) dans le Chap. Résultaty ainsi que (iii) dans le&nnexegprécedentes.

AlV-2-A. PARAMETRES DES CEFFICIENTS D'ACTIVITE

Les parametres «B> des ccefficients d’activité sont calculés comoie(€PT, deux

classes monomeres et fibres, cf. Annexe II).

Cpoly,

Longueur des fibres(en # de monomeres) = (éq. IV-1)

aveci: indice du domaine.

Bl a B5(paramétres de non-idéalité)

B, =Y [Cp x (25.1065+0.8192x1,)]

i=1

B, =) [Cp, x (5445+ 0.2371x],)]

i=1

B, =) [Cp x 32274+ 1174711,

i=1

B, =) _[Cp, * (25905+ 0.03592x1,)?]
i=1



B; =Y [Cp x (25905+ 0.03592xI,) (égs. IV-2)

i=1
Enfin, nous posons :

i(Cpolyi

un_ve=|1-| 2 —  |xV
0

Ce terme correspond a la fraction du volume total.

- Dans le modéle IVa un seul jeu de parametres de non-ideafig}( €gs. 1V-2) est
déterminé et utilisé pour le calcul ge pe® , et de/ ?: {BJ est calculé & partir de la

concentration des fibres de la solution et de l@ogueur moyenne.
- Dans le modéle IVbdeux jeux de paramétreBg» sont calculés.

© Le premier jeu correspond a la solution sim(#gaameétres de modél8y sq}) ; il

est calculé a partir de la concentration des filblee$a solution et de leur longueur moyenne.

C’est aved By _sof que sont calcules :

(i) le ccefficient d'activité y des monomeres (considérés comme uniformément et
également répartis dans la solution ET au seinddesaines => pas de limite
diffusionnelle),

(i)  le ceefficient d’activités.1 des noyaux homogenes activiee ().

! voir Annexe 1] éqg. 11-3 et 1I-4 pour le calcul deet de y+.;1 , respectivement.

% voir Annexe 1] éqg. 11-5 pour le calcul d€.



© Le second jeu de parametres correspond aux dosaidigidualiségparameétres de

modele{ B, doma}’) ; il est calculé & partir de la concentratiocale des fibres du domaihé
et de leur longueur moyennie.(moyenne locale au domaine C’'est aved By qomi} qu’est

calculé le coefficient (i) % propre au domainie

AlV-2-B. EN SOLUTION

Définition du volume de solution simuléele volume expérimental utilisé lors de
I'obtention des courbes de polymérisation est fleéplus souvents 400 pni; par exemple,

cf. [Ferrone et coll. 1980; Ferrone et coll. 1985} (1).

Le «polymeére » initial (ou proto-fibore homogeney forme en solutionvia le
processus homogene ; puis, cette fibre s’allongdeeent undomaing avec l'initiation du

processus hétérogéne, lorsqu’un seuil de taillatésint (56 monomerds

Ccefficient d’activité des monomeres :

(B, +7xC)xV (B, +C)x(B, + 75xC)xV* (B, +C)*x(B, +C)XV3}

=exp —In(un vc) +
4 ’{ (un_ve) un_vc (un_ve)? (un_vc)?®

Ccefficient d’activité des noyaux homogenes activés

1%
ietoilel = 17 +1

3 x =1-5,i = nombre (variable) de domaines.

* Soit, lafibre homogéne « mére » + les fibres hétérogeriles»

® La nucléation hétérogene est possible lorsqueplate-fibre » est constituée d’au moins 56 monoséva 4 plateaux.



yi*+1 :eXp

(ietoil&)%’ x3xV/ % (B, +C) +(ietoi|&)§ x3xV/ %(B; +C) +(iet0i|&)xVx(C+iCF?J

i=1

un_vc
2

. 45x(ietoild)? xV? x(B, +C)? +(ietoilgx3xV2 x[(B, +C) x(B, +C)] , 3x(ietoilgx (B, +C)x(B, +C)’

i (un_vg? (un_vo?
dC,_
Vitesse homogénémM/s): Vigmo :$ ol
d k.K. i+ .

Il s'agit de la vitesse de production des fibresnbgénes « meres », ou « proto-fibres
homogenes ». L'équation 1V-3 correspond au prerteeme du membre de droite (terme

homogéngde I'éq. V-1. Matériel et méthodés

Production des domaines :
Nombre_domaines Partie_Entiére (Cy_nomo- Vs . NA (éq. IV-4)
est la concentration des proto-fibres homogénes)(mM

ouC

p—homo

et NA est le nombre d’Avogadro (6,022@mol/l)

Les bilans de matiére :

Fibres et monomeres polymérisédde facon triviale, la concentration totale de fere

polymeres C,) dans solution simulée est égale a la somme Hessfprésentes dans tous les




domaines C,;, aveci = 1 a n) ; et similairement pour la concentration totaéerdonomeres

polymérisés dans la solutio@):

Cp=>Cnp

i=1

Cpoly=)Cpoly,

i=1

Monomeres de HbS Un bilan détaillé des monoméres a été mis en plasgse a mieux
rendre compte des monomeres consommeés. En effies, ldamodele initial -et dans nos
modeéles précédefitsseuls les monomeéres incorporés dans les polyneéries monoméres
libres sont comptabilisés (éqg. V-3).
Dans notre approche, originale, de la dynamiaquneptete par intégration numérique,

on trouve en solution apres la formation de la peeerfibre polymére quatre especes :

1- I'espece monomereC]

2- I'espece noyau (homoger@; ou héterogen€)

3

I'espéce noyau activé (homoge@s,, ou hétérogen€1)

4- |'espece fibre polymeredp, homogene ou hétérogene)

Les deux termes correspondants aux noyaux (norretuactivés) du bilan de HbS étaient
négligés dans la version linéaire, ou toutes leg@bkes que nous suivons étaient statiques.
Nous avons raisonné et vérifié que ceci conduies etreurs de bilan. Par exemple, a forte
concentration (ex : 4,8 mM), ou les noyaux (HONHEIN) ont une taille critique (initiale) de

5 monomeéres et une concentration élevée les mamsnintervenant dans ces assemblages
représentent une concentration équivalente (vaipérseure d’'un facteur 10 a 100) a celle des

monomeres polymérisés, dans les premiers pourdergsréaction.

6 , . . , . - N -
Nous n’avons pas testé les conséquences d’'uridal de matiere dans les modeéles précédents.



Afin de prendre en compte les monoméres intervetians la constitution des noyaux
et noyaux activés, nous avons procédé comme suit.

A tout instant :

la concentration des monomeres incorporés damolesix HON est :
C. xi*
* La concentration des monomeres incorporés danolesix HEN est :

C.xj*

* La concentration des monomeres incorporés damolesix HON activés est :
n
1 *
D Cpi X (i*+1)
i=1
* La concentration des monomeres incorporés damolesix HEN activeés est :

Z Cpl _heter X (J * +1)
i=1

» La concentration des monomeéres incorporés danmlgmeres est :

CP0|Y

Et donc la concentration des monomeres libres est

€ =Cy =[G Xi¥) +(C X )+ (3CPy (1% +D) + (3CP_ X (i * +1) + Cpoly

AlV-2-C. DANS LES DOMAINES

La croissance de chagwmmaineest assurée par (i) I'élongation des fibres de ce
domaine (g0 "), et (i) la nucléation hétérogéne sur les filtese méme domaine ).
Nous avons déja précisé que dans ce modeéle alspake nombre de domaine —donc

de fibres homogenes, était discrétisé. Or, les t@anscinétiques (vitesses idk, VHen et



VeELo) dépendent des concentrations des espéces perteifei non pas de leur nombre).
Ainsi, C,_nomo(concentration des proto-fibres HON) dancentration équivalenteune_seule

particule, dans le volumés est donc égale a :

1
.= NAxVe

L’indice i représente ici le rang du domaine (ordre d’apmamjtile « 1 » rapellant gu'il

s’agit de la premiére concentration (au sens dghamique du processus).

Concentration locale des noyaux hétérogénes (HEN) :

In Cj*_i =Iln@gxCpoly, +¢&,1—-1Iné2) + 0, ';f; +&,In(In S+ &1)
pour j (éqg. IV-5a)
\ o X, +3R L O XU e ,
INC. |, =IngxCpoly + | ><InS+( 17 Hoc T)XInj + ZR_/:" _Hiec -3xInj,_ ..
pour  j* >rax (éq. IV-5b)

avec
C,. ; : concentration des noyaux hetérogenes formesldatmsnaing
CP _heer - CONCENtration des fibres polymeéres hétérogemrasds dans le domaime

Cpoly, : concentration des monomeres polymériseés dathsneinei



Vitesse locale de nucléation hétérogene :
En reprenant I'équation V-1 (deuxieme terme du menue droite), la vitesse de formation

des fibres hétérogenes (locale au domaine) est :

——:k+XC.*_i XyXCXr (éq IV'6)

Vitesse locale d’élongation :

En reprenant I'équation V-2, |a vitesse d’élongatmcale au domaine « i » est :

dCpoly _

ot -k, (yxC -y, xC,)xCp, (éq. IV-7)

avec la concentration totale de fibt&p, = Cp 1 *+CP heter

« Big gamma » I~ (rapport du coefficient d’activité du polymeére sarcoefficient d’activité

du polymere activé par un noyau hétérogene) :

2 n
-3x(jetoilel)® xV x (B, +C) — (jetoilel) xV X[C + ZCpIJ

i=1

I =exp un_vc
_ 3x(jetoilel) xV? x (B, +C) x(B,+C) _3x(jetoilel) xV*x (B, +C)x(B, +C)*
(un_vo)? (un_vo)®

ko y
avec jetoilelzJ !

! Soit, concentration équivalente a 1 particule itmef homogéne mére) + plus la concentration diseesf hétérogenes
locales Cpi_heterc)
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Sickle cell disease pathology exhibits a strongerintdividual variability, which
depends upon multiple, dynamic and interactingofactfrom the molecular to the patient
level. Sickle hemoglobin, hemoglobin S (HIBR>, tetramer), is a mutant of HbAI{B,),
with a surfacevaline (hydrophobic) substituting a natigbtutamic acid (negatively charged).
Such a mutation endows deoxygenated HbS with tbpgmsity to agregate into polymers,
altering erythrocyte properties —including its rlogy and its interactions with vascular and
circulatory cells. Thus HbS polymerization is a laiplogical factor of sickle cell disease, if
not the primum movens. Indeed, one therapeutical hypothesis (supportedldservation)
postulates that the reduction of intra-erythrocyliaS fibers could improve patients clinical
status by lowering the frequency and the sevelfityasooclusive crisis. In order to better
understand and manage sickle cell disease vatjabiti is essential to have a realistic
description of HbS polymerization.

This work aims at developing and validating a matagcal model of deoxygenated
HbS polymerization, as a kinetic and thermodynamrocess under the influence of
concentration and temperature —the two most impbrtendulators.

Building on an existing, but linearized and uncoetgl(Ferrone et al., 1985) model,
we have implemented, corrected and updated, andtitatavely evaluated its dynamical
performances: this was done by full numerical iraign using Simulink®©. This allowed us
to make several improvements, related in partictdar (i) the heterogeneous nucleation
pathway (seeding and formation of new fibers fraig@xisting ones), (ii) the non-ideality of
the HbS protein solution, caused by polymer fibexsluded volume (activity ccefficients
were calculated with the CPTonvex Particle Theory), and (iii) the spatial organization of
polymers intodomains.

The model developped in this work will ground thescription of the dynamic
influence (i) oxygenation and non-polymerizing hghobins, (ii) HbS polymers interactions
with membrane and consequences upon rheologicpépres of sickle cell erythrocyte.

Key-words: sickle cell disease- hemoglobin S — polymeraati— protein aggregation —
macromolecular crowding - non-ideality — excludediume — activity ccefficient — kinetics -
thermodynamics — mathematical modeling — numesicallation



La drépanocytose, ou anémie falciforme, présente variabilité interindividuelle
considérable, conditionnée par de multiples fastedynamiques et interactifs, depuis le
niveau moléculaire jusqu’au niveau du patient. bioglobine drépanocytaire, ou
hémoglobine S (HbS, tétramémep>), est un mutant de I'némoglobine AR,) : elle
posséde a sa surface umaline (hydrophobe) substituant uacide glutamique natif
(négativement chargé). Cette mutation entrainerd@gagion de I'HbS désoxygénée en
polymeéres, ainsi que laltération des propriétésl’desthrocyte -dont sa rhéologie et ses
interactions avec les différentes cellules vasoesai C’est pourquoi la polymérisation de
I'HbS constitue un facteur étiologique clef, sinerprimum movens, de la drépanocytose, et
une hypothése thérapeutique (étayée par I'obsenjapfiostule que la réduction des fibres
intra-érythrocytaires de HbS pourrait améliorestatut clinique des patients en abaissant la
fréquence et la sévérité des crises vasooccluddaass I'optique de mieux comprendre et de
mieux gérer la variabilité individuelle drépanodsga il apparait donc indispensable de
disposer, en premier lieu, d'une description réalie la polymérisation de I'HbS.

L’objectif de ce travail de thése est la mise eacelet la validation d’'un modele
mathématique de la polymérisation de I'HbS désomggéen tant que processus cinétique-
thermodynamique, sous l'influence de la concerttragit de la température —les deux facteurs
modulateurs les plus importants. A partir d'un medexistant, mais linéaire et incomplet
(Ferrone et al., 1985), nous avons procédé a spléimentation, a sa correction et a sa mise a
jour, ainsi qu’a I'évaluation quantitative de semrfprmances dynamiques, par intégration
compléte et simulation numérique (Simulink®). Cecus a permis de réaliser un diagnostic
et d'effectuer un certain nombre de raffinementscernant en particulier (i) la voie de
nucléation hétérogéne (formation de néo-fibredesufibres préexistantes), (ii) la non-idéalité
de la solution protéique de HbS, induite par leunmd exclus des fibres polyméres
(ccefficients d’activité calculé a partir de la €adhie des particules convexes »), ainsi que (iii)
la structuration spatiale des polyméresiemaines.

Le modeéle développé dans ce travail servira de lpase une description (i) de
linfluence dynamique de l'oxygénation et des hélobmes non-polymérisantes sur la
polymérisation de HbS, puis (ii) des polyméres deStsur les propriétés membranaires et

rhéologiques de I'érythrocyte drépanocytaire.

Mots-clés: drépanocytose - hémoglobine S — polymérisati@agrégation protéique - encombrement
macromoléculaire - non-idéalité - volume exclusefficient d'activité — cinétique - thermodynamique
- modélisation mathématique - simulation numérique



