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La théorie du darwinisme cellulaire testée par la simulation informatique
 

(Jean-Jacques Kupiec, Centre Cavaillès de l’Ecole normale supérieure)

Depuis ses débuts la biologie moléculaire a été dominée par un déterminisme strict affirmé par Schrödinger dans son livre « Qu’est-ce que la vie ? ». Au niveau microscopique, les molécules des systèmes physiques sont soumises au hasard brownien. Mais, à notre niveau macroscopique les mêmes systèmes peuvent être décrits par des lois déterministes. Cela est dû au nombre immense de particules impliquées dans ces systèmes. Du fait de la loi des grands nombres, la variabilité devient négligeable et le système semble se comporter de manière déterministe alors que les lois sous-jacentes sont probabilistes. Toute la physique statistique fonctionne selon ce schéma. Un tel « principe d’ordre à partir du désordre » peut-il également fonctionner en biologie ? Selon Schrödinger et les biologistes moléculaires la réponse est négative. Si les molécules biologiques étaient soumises au hasard brownien la variabilité des phénomènes physiologiques serait trop grande, incompatible avec la très grande précision et la reproductibilité qui les caractérisent. Il doit donc exister, selon Schrödinger, un «  principe d’ordre à partir de l’ordre » qui permet aux protéines d’échapper au hasard brownien et de se comporter de manière très précise.  Ce principe correspond à ce que nous appelons aujourd’hui l’information génétique. Son action se fait grâce à la propriété de stéréospécificité qui induit des interactions moléculaires rigoureusement ordonnées (Figure 1). De par les contraintes liées à leur structure tri-dimensionnelle, les protéines se reconnaissent et interagissent spécifiquement, comme les pièces d’un puzzle, chaque protéine n’ayant qu’un seul partenaire moléculaire, ou un nombre défini très limité. Or, la structure tridimensionnelle des protéines dépend de leur séquence en acides aminés et celle-ci dépend de la séquence en nucléotides de l’ADN. L’information génétique contrôle ainsi les processus biologiques par l’intermédiaire de ces phénomènes d’interaction moléculaire spécifique. Par exemple, des réseaux de gènes correspondant au programme génétique se mettent en place et fonctionnent grâce à la propriété de stéréospécificité. Le modèle de régulation spécifique de l’opéron lactose chez la bactérie E. Coli proposé par Jacques Monod et François Jacob au début des années 1960 constitue le point de départ de cette vision déterministe de l’expression des gènes. Un gène est actif ou réprimé selon qu’il interagit spécifiquement avec un activateur ou un répresseur protéique. Dans cette théorie, la reproductibilité de l’embryogenèse et l’organisation des organismes sont assurées par cet ordre moléculaire sous-jacent. 

Bien que cette théorie soit liée aux progrès considérables de la biologie moléculaire, elle est aujourd’hui invalidée. En effet, il est démontré que les protéines ne sont pas spécifiques dans leurs interactions avec d’autres molécules. Elles peuvent interagirent avec de très nombreux partenaires moléculaires. C’est notamment le cas des kinases. Ce sont des enzymes de phosphorylation des protéines impliquées dans la transduction de l’information cellulaire. Par exemple, les récepteurs de facteurs de croissance sont des tyrosine kinases. La liaison de ces récepteurs avec leurs ligands stimule leur activité enzymatique de phosphorylation et induit des réactions en chaînes dans la cellule, correspondant théoriquement à une voie de transmission du signal apporté par le facteur de croissance. Le site de phosphorylation de ces enzymes est une tyrosine adjacente à une séquence consensus d’acides aminés. Mais cette séquence se trouvent présente dans de très nombreuses protéines qui sont donc toutes des substrats potentiels. Il en va de même pour toutes les autres kinases impliquées dans les mécanismes de régulation de la cellule. De ce fait, les voies de transduction de l’information se croisent en interagissant les unes avec les autres et forment un réseau enchevêtré au lieu de définir un chemin spécifique qui véhiculerait l’information vers sa cible. Comment expliquer dans ces conditions qu’un signal puisse aboutir à une  régulation très spécifique ? Le même problème se pose au niveau de la régulation de l’expression des gènes. Les facteurs de régulation de la transcription des gènes ne sont pas spécifiques. Ils n’ont pas de séquence cible de liaison dans l’ADN dont le nombre soit suffisamment restreint pour expliquer la régulation spécifique de l’expression des gènes. Par exemple, les facteurs de transcription codés par les gènes Hox du développement embryonnaire ont une séquence consensus de fixation à l’ADN extrêmement courte.  Elle n’est faite que de six nucléotides et se trouve statistiquement présente dans tout le génome. Pour cette raison, lorsqu’on mélange ces facteurs de transcription avec de l’ADN dans le tube à essai, ils se fixent effectivement sur tous les gènes.  Comment, dans ces conditions, expliquer qu’in vivo un nombre restreint de gènes soient régulés avec précision par ces mêmes facteurs ? De plus, les données expérimentales démontrent que les molécules biologiques sont, contrairement à la prédiction de Schrödinger, bel et bien soumises au hasard brownien et que l’expression des gènes est un phénomène probabiliste. Des techniques récentes permettent de mesurer in vivo les coefficients de diffusion des protéines et les constantes d’équilibre des complexes moléculaires formés par leurs interactions.  Ces données montrent que la chromatine est le siège incessant d’événements d’association ou de dissociation entre l’ADN, les facteurs de transcription et les histones. Ces molécules se déplacent par diffusion passive selon une marche au hasard dans l’espace restreint environnant. Ainsi, la chromatine est soumise à des fluctuations aléatoires dans la répartition des facteurs de transcription sur l’ADN qui ont pour conséquence des variations aléatoires de l’expression des gènes. En effet, lorsqu’on analyse des cellules individuelles possédant le même phénotype, placées dans des conditions homogènes, il existe toujours des différences aléatoires d’expression d’une cellule à l’autre. Elles n’expriment jamais exactement les mêmes gènes au même moment. Une telle hétérogénéité d’expression intercellulaire a été démontrée pour la première fois en 1990 dans des cellules exprimant de manière stable un gène rapporteur lacZ contrôlé des promoteurs des gènes IL-2, B, NFAT-1 ou des séquences cibles des hormones stéroïdes.   Il s’agit maintenant d’un phénomène bien établi pour une multitude de gènes. Or, l’ensemble de ces données expérimentales démontrant le caractère non spécifique et stochastique de l’expression des gènes est en contradiction avec la théorie déterministe du programme génétique qui suppose des régulations hautement spécifiques (Figure 2). Comment résoudre cette contradiction ? Plusieurs réponses ont été proposées pour sauver le dogme déterministe. Pour expliquer la non spécificité des interactions entre protéines, on met souvent en avant la compartimentation des cellules. Les protéines, selon leur type, seraient confinées dans des compartiments cellulaires particuliers. Cela restreindrait la combinatoire des  interactions possibles car certaines molécules ne pourraient pas se rencontrer. Cette explication est circulaire. En effet, elle déplace l’explication sur la spécificité de la structuration cellulaire alors que c’est précisément le résultat du processus d’ontogenèse qu’il faut expliquer. Cet argument est donc le paralogisme finaliste classique qui consiste à inverser la cause et l’effet. Un autre argument invoque l’existence de combinaisons de cofacteurs qui agissant de concert permettraient une régulation spécifique. Outre le fait que cet argument est de nature similaire au précédent puisqu’on suppose un état de différenciation préalable des cellules qui leur permet d’exprimer des combinaisons spécifiques de cofacteurs, il est toujours possible d’invoquer l’existence d’un cofacteur caché supplémentaire qui resterait à découvrir. Cet argument est donc non scientifique  parce qu’irréfutable. En ce qui concerne l’expression stochastique des gènes, elle est aujourd’hui acceptée en tant que « bruit » affectant les réseaux de gènes. Certains chercheurs acceptent même l’idée que ce « bruit » joue un rôle positif en améliorant les propriétés de ces réseaux, en leur permettant par exemple de générer différents états d’expression génique. Cependant, la notion de réseau reste intacte. On considère toujours qu’il existe une certaine structure rigide sous-jacente aux systèmes biologiques (le réseau) qui en expliquent les propriétés. On est donc encore dans le « principe de l’ordre par l’ordre », dans un déterminisme du génome. Mais, étant donné l’ampleur de la non-spécificité et du caractère probabiliste des régulations biologiques au niveau moléculaire, dont la démonstration expérimentale ne fait que s’accroître au fur et à mesure que s’affinent les techniques d’observation, il devient plus conforme à la réalité d’inverser le principe et de considérer qu’il n’y a pas de réseau, même « bruité », sous-jacent aux cellules. Les processus moléculaires sont intrinsèquement aléatoires mais, du fait des contraintes macroscopiques auxquels ils sont soumis, tous les états cellulaires ne sont pas équiprobables. Certains ont une plus grande probabilité d’occurrence, ce qui permet de générer des phénotypes ordonnés. La théorie du darwinisme cellulaire repose sur ce principe. Dans ce cadre, l’expression aléatoire des gènes permet aux cellules de changer d’état sans être dirigées par des signaux émanant d’un programme génétique.  Cependant, elles ne sont pas livrées à un probabilisme absolu. Il existe également une contrainte sélective qui opère un tri parmi la diversité d’états cellulaires aléatoires et dirige l’embryogenèse vers l’état adulte (Figure 3). Chaque cellule d’un organisme se trouve dans un micro-environnement particulier qui lui permet de se multiplier et de se différencier. Ce micro-environnement est caractérisé par les concentrations des métabolites auxquels elle a accès. Le métabolisme doit être compris ici au sens large, ce sont toutes les réactions et tous les échanges biochimiques, y compris des molécules considérées habituellement comme des signaux. En fonction des variations de ce micro-environnement, les cellules qui expriment un phénotype adéquat  sont sélectionnées ou stabilisées. De là proviennent les différenciations cellulaires à l’origine des tissus constituant un être adulte. Cette théorie s’appuie sur de nombreuses données expérimentales. Depuis longtemps on sait qu’il y a une grande variabilité dans les cinétiques de différenciation de nombreuses lignées cellulaires, conforme à la prédiction d’un modèle probabiliste dans lequel les cellules ont une probabilité de se différencier à chaque cycle cellulaire. Les premières observations allant dans ce sens ont été obtenues en 1964 par Jim Till et ses collègues sur les cellules hématopoiétiques. Mais, il existe aussi des données qui confortent directement l’hypothèse d’une sélection darwinienne à l’intérieur de l’organisme. Gines Morata et ses collègues ont démontré qu’il existe une véritable compétition entre cellules pour éviter l’apoptose pendant le développement de l’aile de la drosophile. Cette compétition se fait vis-à-vis d’un facteur de survie appelé decapentaplegic et elle fait partie intégrante du processus d’embryogenèse de cet organe. Ce facteur est habituellement considéré comme un signal mais dans le cadre de ce mécanisme darwinien il agit véritablement comme une ressource. Dans cette compétition les cellules au métabolisme le plus actif accaparent decapentaplegic, prolifèrent plus rapidement et l’emportent au détriment des cellules moins actives qui sont soumises à l’apoptose. Cette adaptation des cellules à leur micro-environnement dépend du taux d’expression de certains gènes. Par exemple, les cellules qui expriment le gène d-myc  à un niveau plus élevé sont des « super-compétitrices » dont le taux de multiplication est très élevé. 

Toutes ces observations, démontrant la composante probabiliste de la différenciation cellulaire, de l’expression des gènes et les phénomènes de compétition entre cellules ont été obtenues indépendamment les unes des autres sur des systèmes expérimentaux différents. Pour valider le modèle darwinien de manière plus précise, il manque encore un ensemble de données qui démontreraient que ces phénomènes sont intriqués de manière causale dans un même système expérimental, et ces observations devraient ensuite être généralisées. Cependant, les données existantes démontrent déjà que le darwinisme cellulaire est une théorie reposant sur une base expérimentale solide et que l’on peut définir un programme de recherche pour la tester. 

Une autre méthode permet de tester la pertinence d’une théorie. Il s’agit de la simulation numérique. Elle consiste à créer un modèle informatique d’un phénomène selon un mode de fonctionnement correspondant à la théorie en question.  L’ordinateur permet créer des phénomènes virtuels que l’on peut analyser plus facilement et plus rapidement qu’un phénomène réel en faisant varier systématiquement tous les paramètres du modèle. Cette technique ne prouve pas que la théorie simulée est forcément vraie dans la nature mais elle permet d’étudier ses propriétés intrinsèques et d’évaluer sa plausibilité. Elle permet de mettre à jour des comportements non triviaux et de faire des prédictions qui peuvent à leur tour être testées sur un système réel. Il s’agit en quelque sorte d’expériences de pensée qu’il serait très difficile de faire sans l’aide de l’ordinateur à cause du très grand nombre de paramètres impliqués dans les systèmes biologiques. Nous avons réalisé ce type d’étude avec des Bertrand Laforge, Jérôme Glisse, David Guez et Michael Martinez. Nous avons simulé des cellules soumises aux règles du modèle darwinien. L’information que nous recherchions dans cette simulation était de savoir si le modèle darwinien est capable de générer des tissus organisés. Nous avons donc modélisé un système darwinien minimal fait de deux types cellulaires Rouge et Vert correspondant à l’activité de deux gènes r et v. A chaque pas de simulation une cellule peut mourir ou se diviser ou activer l’un des deux gènes avec une certaine probabilité. C’est la composante probabiliste du modèle. Mais, ces trois processus dépendent également de l’environnement cellulaire. C’est la composante stabilisatrice ou sélective.  En effet, les cellules exprimant les gènes r ou v synthétisent des molécules R ou V respectivement. Ces molécules diffusent dans l’espace où prolifèrent les cellules. Chacune de ces cellules se trouve ainsi dans un environnement caractérisé par les concentrations locales en molécules R et V. Ces concentrations déterminent aussi bien la probabilité de différenciation que la survie et la prolifération des cellules. D’une part,  il y a une autostabilisation de l’expression génétique correspondant à une boucle de rétroaction positive : le gène r est actif dans une cellule, plus il y a de molécules R dans son environnement plus sa probabilité de changer et d’exprimer le gène v diminue jusqu’à la stabilisation complète de l’expression de r. Elle a alors atteint son état différencié Rouge. Il en est de même pour les cellules vertes qui sont stabilisées par les molécules V qu’elles fabriquent. Les travaux de René Thomas ont démontré l’importance de telles rétroactions positives dans l’établissement d’états stables d’expression génétique. Elles correspondent, en général, à une propriété connue d’autoactivation de nombreux gènes codant pour des facteurs de transcription. Il s’agit ici d’une autostabilisation qui pourrait également dépendre des modifications épigénétiques des protéines de la chromatine. Dans le modèle il y a donc une fonction qui relie la probabilité d’exprimer r ou v dans une cellule à la concentration en molécules R ou V présente dans environnement immédiat. La fonction utilisée est une fonction dite de Fermi-Dirac qui permet de décrire un large éventail de situations. D’autre part,  il y a dans le modèle une interdépendance des cellules. On sait que les cellules des êtres multicellulaires échangent des facteurs de croissance qui sont nécessaires à leur survie ou à leur prolifération. Une telle contrainte a été intégrée : une cellule rouge a besoin de métaboliser des molécules V fabriquées par des cellules vertes pour se multiplier. Cela ne sera donc possible que là où les molécules V sont présentes en quantité suffisante. Si non, la cellule devient quiescente, ou meurt si la quantité de molécules V présente est inférieure à un certain seuil nécessaire à la survie. De la même manière, une cellule verte a besoin de molécules R fabriquées par les cellules rouges pour survivre et se multiplier. Les molécules R et V sont donc l’équivalent de facteurs des croissance pléiotropiques qui sont soit des facteurs de différenciation soit des facteurs de survie ou de prolifération selon les cellules sur lesquelles ils agissent.

 La simulation de ce modèle démontre qu’il possède les propriétés principales attendues d’une théorie de l’embryogenèse. Lorsqu’on laisse croître une population de cellules soumises à ces règles de fonctionnement, on observe un scénario similaire à chaque fois que l’on répète l’expérience.   A partir de 16 cellules initiales dont le gène exprimé est choisi au hasard, il se forme une bicouche régulière de cellules rouges et vertes (Figure 4). Cette bicouche croît, jusqu’à atteindre son état de développement maximal. Lorsqu’elle a atteint ce « stade adulte », elle cesse de croître, même si on laisse la simulation se poursuivre. Le modèle génère systématiquement cette structure ordonnée invariante caractérisée par les deux couches adjacentes de cellules rouges et vertes et sa croissance est finie,  comme celle d’un être vivant. L’analyse démontre que la production de cette structure dépend d’un équilibre entre l’autostabilisation de l’expression génétique et l’interdépendance pour la prolifération. En effet, si on supprime l’une ou l’autre, le système perd toutes ses propriétés d’organisation. Au lieu de générer la bicouche cellulaire, les cellules sont prises dans une croissance anarchique infinie (Figure 5). Un résultat analogue peut être obtenu si l’on modifie la valeur quantitative d’un seul des paramètres qui règlent ces processus. Par exemple les paramètres de la fonction de Fermi-Dirac ou la vitesse de diffusion des molécules. Il s’agit là d’un résultat remarquable qui était difficilement prévisible : l’inhibition de la croissance de la structure cellulaire est produite par l’action conjointe de deux processus (l’autostabilisation et l’interdépendance) qui sont, au départ, sans rapport avec le contrôle de la prolifération cellulaire. Dans le programme informatique il n’y a aucune condition spécifiée pouvant conduire à une telle inhibition. Il s’agit donc d’une propriété spontanée du modèle darwinien. Grâce à ce résultat nous avons pu faire des expériences de simulation qui abordent la question de la prolifération cellulaire sous un angle tout à fait nouveau. 

Selon la théorie du programme génétique, la prolifération des cellules est contrôlée par des signaux d’activation ou d’inhibition. Avec le modèle darwinien, comme nous l’avons vu, le processus est tout à fait différent. Il n’y a pas de différence entre le système en croissance et le système à l’état stationnaire qui serait liée à la présence de signaux spécifiques du contrôle de la prolifération. La population cellulaire cesse de croître lorsqu’elle atteint un état d’équilibre et cet état dépend de la valeur quantitative des paramètres du modèle. Les mutations qui, dans un organisme réel, surviendraient dans des protéines impliquées dans l’autostabilisation ou l’interdépendance changeraient les valeurs des paramètres qui règlent ces processus. Par exemple une mutation dans un facteur de transcription impliqué dans l’autostabilisation modifierait son affinité pour sa séquence cible dans l’ADN et, conséquemment, dans le modèle le paramètre d’autostabilisation de l’expression génétique serait également modifié. La simulation d’un tel événement démontre que l’équilibre de la bicouche cellulaire est alors rompu et que la prolifération reprend. Lorsqu’à partir d’une bicouche cellulaire ayant atteint son état d’équilibre on change la valeur du paramètre d’autostabilisation, on assiste à une reprise locale de la prolifération provoquant l’apparition progressive de masses de cellules évoquant des tumeurs (Figure 6). De même une mutation pourrait changer les propriétés de diffusion d’une protéine.  Dans notre modèle informatique cela revient à changer la valeur du paramètre réglant la vitesses de diffusion des molécules. La simulation montre que dans ce cas cela induit un déséquilibre dans la répartition des molécules qui provoque également une croissance incontrôlée détruisant la bicouche cellulaire. 

Dans ce nouveau modèle de la prolifération cellulaire le rôle des mutations n’est pas nié mais il ne consiste pas, comme supposé par la théorie classique des mutations somatiques, à permettre à une cellule initiale, devenue anormale du fait de la mutation, d’échapper au contrôle de la prolifération exercé par le programme génétique de l’organisme. Au contraire, les mutations participent en premier lieu à la destruction de l’équilibre global de l’organisme, ce qui provoque secondairement une reprise localisée de la prolifération à partir d’une cellule.  Ces mutations détruisant l’équilibre global ne se produisent pas forcément dans la cellule cancéreuse mais également dans son micro-environnement. Ce résultat de la simulation est en accord avec de nombreuses données récentes, notamment les travaux de Carlos Sonnenschein et Ana Soto, qui démontrent que le micro-environnement cellulaire joue un rôle primordial dans la cancérogenèse. 

Finalement, nous avons testé l’impact de la stochasticité et de la mort cellulaire sur les performances du modèle. Il est possible, pour certaines valeurs d’un paramètre de la fonction de Fermi-Dirac contrôlant la probabilité d’expression des gènes, de créer des versions du modèle dans lesquelles le passage entre une probabilité P = 1 et P = 0 d’exprimer un gène se fait sans transition par une fonction en « marche d’escalier ». On se trouve alors dans le cas d’un mécanisme déterministe. Nous avons donc pu comparer des versions déterministes et probabilistes du modèle, tous les autres paramètres étant par ailleurs maintenus constants. Cette analyse a montré que lorsqu’on répète la simulation un grand nombre de fois, il y a moins de variabilité dans la cinétique de formation de la bicouche si le modèle est stochastique. Ce résultat démontre que, contrairement à l’intuition commune, la stochasticité améliore la reproductibilité de l’organisation tissulaire. Cela est dû à la souplesse qu’elle introduit dans le comportement des cellules. Nous avons également créé une version du modèle dans laquelle la mort cellulaire a été supprimée. Dans ce cas, la bicouche peut toujours se créer mais avec un taux d’échec nettement supérieur. Cela est dû au fait que la mortalité cellulaire permet d’éliminer des cellules non adaptées à leur environnement local qui gênent la mise en place de l’équilibre entre cellules rouges et vertes. Le modèle darwinien apporte donc également une explication très forte à son origine évolutive : la mort ou la différenciation cellulaire sont deux effets différents produits par le même mécanisme sélectif gouvernant la dynamique des cellulaires embryonnaires.

Ainsi, les données expérimentales acquises récemment par la biologie moléculaire et  les résultats de nos simulations démontrent que Schrödinger s’est trompé. Le « principe de l’ordre par l’ordre » est erroné : un  ordre tissulaire peut parfaitement être produit par un mécanisme biologique fondé sur l’expression stochastique des gènes intégrant des propriétés cellulaires élémentaires. Les simulations permettent également apporter des éléments de réponse à la question « Qu’est-ce que la vie ? » posée par Schrödinger. Il pensait que les lois habituelles de la physique fondée sur  le hasard brownien ne s’applique pas en biologie. Il est maintenant démontré que c’est inexact. Les molécules biologiques sont soumises aux lois de l’agitation thermique comme les molécules des systèmes physiques. Mais, les molécules biologiques ne sont pas soumises à un comportement purement statistique découlant de la loi des grands nombres. La vie est constituée de systèmes aléatoires biaisés. D’une part la sélection naturelle exerce une contrainte sur l’organisation des tissus.  D’autre par le fonctionnement probabiliste de l’ADN modifie la composition qualitative et quantitative  d’une cellule en protéines et influe sur la probabilité des événements qui peuvent s’y produire. Tous les événements ne sont donc pas équiprobables. Certains très favorisés ont la plus haute probabilité de se réaliser. Ce sont eux qui produisent les êtres vivants organisés que nous sommes.
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