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L
Editorial
Le syndrome de Smith-Magenis, un modéle pour |'étude de /'horloge
circadienne chez 'homme.

e syndrome de Smith-Magenis se caractérise par des anomalies somati-

ques, craniofaciales en particulier, un retard mental de sévérité variable,

des troubles du comportement, et des troubles du sommeil, dont le phé-

notype le plus fréquent est une avance de phase. Ce syndrome est habi-
tuellement relié a une délétion interstitielle (3,5MB) du chromosome 17 (p11.2).
Cependant, des délétions atypiques (plus petites ou plus importantes) et des mu-
tations du géne RAI1 peuvent étre associées a ce syndrome. La quasi-totalité des
patients explorés jusqu’alors (sauf un) présentait un profil de 24 h de mélatonine
sanguine ou urinaire totalement inversé, associé a des profils de cortisol et de GH
normaux. Des études complémentaires ont montré que le rythme de température
était normal. Ces résultats hétérogenes concernant les rythmes ouverts sem-
blaient donc exclure une inversion dans le fonctionnement interne de I'horloge
circadienne.

Un travail récent de l'université d’Oregon, issu du groupe de Smith et Magenis, en
association avec Alfred Lewy, vient de montrer qu’une patiente atteinte de ce syn-
drome présentait une sécrétion de mélatonine nocturne, inhibée par I'administra-
tion de lumiére nocturne (2000 lux entre 23:00 et 0:30) et un rythme de cortisol
normal. Le trouble du sommeil se caractérise par une insomnie avec absence de
sommeil lent profond, mais n’est donc pas associé a une anomalie de sécrétion
de mélatonine. La délétion atypique qui est importante (6MB) a proximité du cen-
tromére n’est pas associée a une anomalie de la sécrétion de mélatonine.

Le syndrome de Smith-
Magenis n’a pas encore livré
tous ses secrets et constitue
plus que jamais un modéle
pour disséquer le fonctionne-
ment de I'horloge circadienne
chez I'homme, en relation
avec les rythmes de mélato-
nine et de veille-sommeil.

Bruno Claustrat

Preésident
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Neuroscience 2009
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URUSU N[ . P {SOCIETY For NEUROSCIENCE
2009 ¢ - .l

T el

OCTOBER 17 - 21, 2009
Neuroscience 2009 (Oct. 17-21, in Chicago, Il )

will offer unequalled scientific content in a world class city. Chicago, a hub
of science and nightlife, is a welcoming host for the 39th annual meeting of
the Society for Neuroscience.

Browse the Web site http://www.sfn.org/am2009/ to learn more and check
back frequently for updates.

Contribute to the Neuroscience 2009 scientific program.

Abstract submission opens April 23 and closes May 14. Last year, SfN re-
ceived nearly 16,000 abstract submissions.

8l Each year satellite events occur during SfN’s annual meeting. These events
are for annual meeting attendees, but are not planned or sponsored by SfN.
Learn how to reserve space for your event in Chicago.

Vos coordonnées accessibles sur le site de la SFC

M, Mme, Mile, Prénom, Nom : Tel: |
Fax: | |
. . Courriel :
Titres, fonctions :
Adresse : Mots clefs :
Pensez a actualiser vos données Etienne CHALLET, Secrétaire Général de la SFC

Laboratoire de Neurobiologie des Rythmes
UPR 3212, Université de Strasbourg

5 rue Blaise Pascal, 67084 STRASBOURG Cedex
Modifiez vos données en ligne si né- Tel: 03.88.45.66.93; Fax: 03.88.45.66.54

cessaire (voir page 35).

Utilisez ce formulaire pour une
premiere inscription ;

e-mail: challet@neurochem.u-strasbg.fr
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http://www.sf-chronobiologie.org
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Société Francophone de Chronobiologie
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Recherche Actualités diverses

dans tout le site Q

Le site de la Société Francophone de Chronobiologie est consultable a 'adresse

Visitez réqulierement le site Web de la SFC

out comme l'ancien site, il comporte une présentation de la société et de ses activités ainsi
gu’un annuaire de ses membres. Chaque membre recevra un courrier avec un nom de login et
un mot de passe personnel qui lui donnera un accés personnel pour notamment modifier sa fi-
che. Le site constitue aussi une riche source d’informations sur la recherche et 'enseignement qui por-
tent sur la chronobiologie, ainsi que sur 'actualité de cette discipline. Je vous laisse explorer le site de
maniére plus approfondie et compte sur vous tous pour l'alimenter régulierement et le faire vi-

Sophie LUMINEAU

® .. Plan du site | £ Contact

Membre? » Yous identifier

» recherche avancée rEn cours ou &-venir (I)
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Soutenances

© A propos de la zone "A la une”... [Dépose |2 17 Movembre 2004]
Celte Zone corvespondra & la Zone d'affichage des inforrations sélectionnées par
le webmaster comme devant apparaitre sur la page d'accuell...

5 iption privilégiée a Ch biclogy Ink tional (D épose le 05 Avril 2005)

: s €& CHROMOBIOLOGY INTERMATIOMAL : quoi de neuf ? [Dépose = 10 Févier 2005

i@ Bibliographie Annonce du Pr. Yvan TOUITOU, ex-FPrésident de lz SFC et co-Editeur-en-Chef de
f H CHROMOBIOLOGY INTERMATIONAL

ieEspace membres

‘e Annonces

i Affiliation de la SFC & la European Biological Rhythms Society (EBRS) (Déposé e 15
[ STROMIS Févtier 2008)

‘e 'annuaire des memhbres Tout membre de lz SFC devient membre de !z EBRS

‘o Description des services & Devenir membre de la 5FC [Depoze |e 27 Mars 2005]

Mouveau formulaire d'adhésion

‘eliens

i & Offre de bourse post-doctorale [Dépose = 19 Octobre 2008, Strazbourg)
[Développer le menu] Cette bourse s'adresse § des docteurs de nationalité autre que frangaise et
n'apant pas obteny leur doctorat en France

€ Prix 2007 “Jeune chercheur, Jeune cherch * de la 5FC [Dépose le 08 Mars 2007)
Deéposez volre dossier de candidature si vous aver moins de 55 ans !
B de vopage pour participer au 39e grés de la S5FC [Dépozé |2 08 Mars 2007)

Fostlez si vous Etes en post-doc & M'étranger !

& Dép i i iére et ch thérapie [[épozé le 19 Mavembre 2007)
isiter ce site professionnel...

€ Yous étes un chionobiologiste en post-doc ? ¥enez participer en tant que membre de
la 5FC au prochain congrés de la EBRS grace a une bourse de vopage [Depose |2 12
Janwier 2008)
Envoyez votre dossier de candidature & une bourse de voyage de iz SFC

accueil | Infos légales | Compatibilité

# Le 11e Congrés de la EBRS se tiendra
a Strasbourg du 22 au 28 Aodt 2009
‘“Wenez nombreus participer au 11e congrés de la
European Biological Rhythms Society[EBRS)

+ Gordon R h Conf on
Chronobiology

Molecular Mechanisms Of Circadian Clocks

Comment actualiser ses coordonnées sur le site.

Si vous connaissez votre identifiant et votre mot de passe, aller dans Espace membres et entrer I'i-

dentifiant et votre mot de passe, puis suivre les instructions.

mail sous lequel vous étes enregistré.

Si vous n’avez pas encore votre identifiant et votre mot de passe, vérifier d’abord que vous étes bien
enregistré dans I'annuaire Annuaire des membres et cliquer sur la lettre initiale du nom. Noter le

Aller dans Espace membres et cliquer sur Login/Mot de passe oublié? ; on vous demande alors le
mail sous lequel vous étes enregistré, et vous recevrez alors votre identifiant et votre mot de passe.
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August 22-28, 2009
XI. Congress of the Strasbourg, France

European biological RNytams Soﬂety

in association with

the Japanese Soety for Chronobiology
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Message from the organizers g

We are proud to have the opportunity to invite you to
Strasbourd in France (August, 22nd —28th, 2008) to
participate in the Xl Congress of the EUI'I:IICIEEI['T

: Biological Rhythms Society, organized in aaaut;@tﬁm
N with the Japanese Society for Chmnubmlugy f&.

- = read more
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Location . gy 5%
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Contact 5 . Andries Kalsbeek (Amsterdam, FL) 7

Cravid Kennaway (Adelaide, ALD
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Hitoshi Gkamura (kKobe, 2
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Links

Local Organising Committee

Faul Pévet (Chairman)

Béatrice Bothorel

Fatrice Bourgin

Etienne Challet

mMarie-Faule FelderSchrmitthuhl
David Hicks

Mireille Masson-Peévet
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L 'apport des technigues de biologie moléculaire
dans le domaine de la chronobiologie :

j— ._.

passé, présent et futur.

Jérome S. Menet

Rosbash lab, Department of Biology, Howard Hughes Medical Institute, National Center for Behavioral Genomics,
Brandeis University, 415 South street, Waltham, MA02454, United States of America

es sciences de la vie ont ces derniéres dé-
cennies été marquées par l'incroyable essor
de la biologie moléculaire et de la génétique.
Que ce soit avec I'apport de nouvelles tech-
niques ou encore le traitement des données avec
des outils informatiques de plus en plus puissants,
toutes les fonctions du vivant ont été disséquées
afin d’en connaitre les mécanismes moléculaires.
L’étude des rythmes biologiques ne fait pas défaut.

Le but de cette revue est de montrer comment le
domaine de la chronobiologie a aujourd’hui changé
de visage. De montrer comment en un peu plus
d’'une décennie les nouvelles techniques moléculai-
res ont métamorphosé I'étude des rythmes biologi-
ques. Je tiendrai aussi a mettre en avant les limites
actuelles et les probléemes rencontrés. Avant de ter-
miner par ma vision (et cela n’engage que moi) des
défis qui restent dans le domaine et comment I'ap-
port de la biologie moléculaire pourra contribuer a y
répondre.

1. L'essor de l'analyse moléculaire des
rythmes biologiques

Les premiéres observations définis-
sant 'existence de rythmes endo-
génes circadiens datent du 18°™
Siecle (par Jean-Jacques d'Ortous
de Mairan en 1729). Pourtant, deux £
siécles seront nécessaires pour

démontrer chez les plantes que la |
période circadienne endogéne est

héritée génétiquement (Bunning, |
1935). Ensuite et principalement a
partir des années 60, de hombreux
articles montrent que plusieurs as-
pects des rythmes circadiens sont
sensibles au fond génétique (voir
les références 11 a 18 dans Konop-
ka et Benzer, 1971). Dés le début
des années 70, des criblages géné-

rfl:;g"@“ e .
S Flice—i
S = 'Eh__g:_

| - o AL AT .
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Téelephone : 1-781-736-3161, Fax : 1-781-736-3164

Email : menet@brandeis.edu

1973).

Les résultats, et en particulier ceux de Konopka et
Benzer, marqueront un premier grand changement
dans le monde de la chronobiologie. lls démontrent
en effet que la mutation d’'un seul géne chez une
espece animale, la drosophile, peut modifier la pé-
riode circadienne (longue, courte ou arythmie). Dés
lors, ce géne appelé period (per) sera au centre des
recherches de plusieurs équipes lancées dans la
course au clonage de ce « géne comportemental ».
Plus de 10 ans seront nécessaires pour le clonage
et la caractérisation du géne per (Jackson et al.,
1986; Reddy et al., 1986; Reddy et al., 1984; Shin et
al., 1985). L’isolation de mutants circadiens chez les
Mammiféres s’est avérée étre plus longue et com-
mence avec le hamster tau, provenant d’'une muta-
tion spontanée (Ralph et Menaker, 1988). Des
screens mutagéniques avec le mutagéne ENU ont
ensuite permis d’identifier chez la souris le géne
Clock (Vitaterna et al., 1994).

Rapidement, I'amélioration des techniques de clo-
nage et de séquencgage (séquengage du génome de
la levure en 1996 et de Escheris-
chia coli en 1997) ainsi que leurs
démocratisations pour la plupart
des laboratoires permirent l'identifi-
cation et le clonage de nombreux
genes dits « horloges » (tableau 1).
En deux ans (1997 et 1998), une
grande partie des génes horloges
chez la souris et la drosophile fu-
rent identifiés et clonés (voir les
références citées dans le tableau
1). A ce titre, la génétique et la bio-
logie moléculaire ont permis a la
recherche sur les rythmes biologi-
ques d’étre nommée 2 fois comme
faisant partie des 10 percées scien-
tifiques des années 1997 et 1998
A par le magazine Science (Science

tiques sont effectués dans le but
d’identifier des génes dits « horloges », et ceci dans
différents régnes (animal avec la drosophile, Konop-
ka et Benzer, 1971 ; végétal chez les algues avec
Clamydomonas reinhaedtii, Bruce, 1972 ; champi-
gnon avec Neurospora crassa, Feldman et Hyle,

magazine’s 10 breakthroughs of the
year).

L’identification des génes horloges a rapidement
contribué a métamorphoser la recherche dans le

(Suite page 38)
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(Suite de la page 37)

domaine des rythmes biologiques. lls ont tout d’a-
bord apporté la preuve de l'origine moléculaire des
rythmes circadiens et montrent I'existence d’'une hor-
loge interne. Ensuite, I'étude de leur expression et
de leur régulation a abouti a la création d’'un modéle
expliguant comment des génes peuvent s’auto-
réguler afin de générer des rythmes biologiques de
24h. Ce modele, basé sur des boucles de rétro-
contréle transcriptionnelles et traductionnelles, a
suscité et suscite encore de nombreuses études.

Au-dela de I'étude des boucles de régulation trans-
criptionnelles et traductionnelles, plusieurs résultats
publiés simultanément ont renforcé l'intérét de I'é-
tude du rbéle des génes horloges. Tout d’abord, de
nombreux laboratoires ont montré que I'invalidation
de ces génes horloges provoque des phénotypes
circadiens trés marqués, allant d’'un changement de
période a I'arythmie (voir les références citées dans

I
ralement plusieurs génes homologues chez les Ver-
tébrés mais pas chez la mouche. Ensuite, les génes
horloges sont exprimés dans la majorité des orga-
nes et non pas uniqguement dans les structures pa-
cemaker tels que les noyaux suprachiasmatiques
(SCN) chez les Mammiféres (Balsalobre et al., 1998;
Yamazaki et al., 2000; Zylka et al., 1998). Enfin, il a
été démontré que la majorité des cellules posséde
une horloge moléculaire et génére des rythmes de
maniére autonome (de Jeu et al., 1998; Liu et al.,
1997; Welsh et al., 1995). L’'ensemble de ces résul-
tats a ainsi facilité I'émergence au début des années
2000 d’'un modele suggérant que chaque cellule gé-
nére ses rythmes indépendamment des cellules en-
vironnantes et que la sortie de I'horloge n’est alors
qu’'une conséquence des rythmes intracellulaires.
Un tel modéle place donc les boucles de régulation
moléculaires intracellulaires comme la base de la
génération des rythmes circadiens. Il est important
de noter que ce modéle est maintenant quelque peu

Tableau 1
Drosophile
Géne Identification Clonage Invalidation génique Références
Period 1971 1984 1971; Arythmie 1-3
timeless 1994 1995 1994; Arythmie 4,5
Clock 1998 1998 1998; Arythmie 6
Cycle 1998 1998 1998; Arythmie 7
Mammiféres
Géne Identification ~ Clonage Invalidation génique Références
Period1** 1997 1997 2001; Période plus courte 8-12
Period2** 1997 1997 1999, 2001; Période plus courte 13-16
Cryptochrome 1** 1999 1996* 1999;Période plus courte 17-19
Cryptochrome2** 1999 1996~ 1999; Période plus longue 17-19
Clock 1994 1997 2006; Période plus courte 20-22
Bmal1 1998 1997 2000; Arythmie 23-25

* Clonage et séquencage du géne sans lien direct avec les rythmes circadiens
** Linvalidation simultanée des 2 génes Period (Per1-/- Per2-/-) et des 2 genes Cryptochrome (Cry1-/- Cry2-/-) provo-
que l'arythmie.
Références
(1) Seymour and Benzer, 1971; (2) Reddy et al., 1984; (3) Shin et al., 1985; (4) Sehgal et al., 1994; (5) Myers et al., 1995; (6) Allada et al.,
1998; (7) Rutila et al., 1998; (8) Tei et al., 1997; (9) Sun et al., 1997; (10) Bae et al., 2001; (11) Zheng et al., 2001; (12) Cermakian et al.,
2001; (13) Albrecht et al., 1997; (14) Shearman et al., 1997; (15) Zheng et al., 1999; (16) Bae et al., 2001; (17) Van der Horst et al., 1999,;
(18) Vitaterna et al., 1999; (19) Hsu et al., 1996; (20) Vitaterna et al., 1994; (21) King et al., 1997; (22) DeBruyne et al., 2006; (23) Ikeda et
Nomura, 1997; (24) Hogenesh et al., 1998 ; (25) Bunger et al., 2000

le tableau 1). Ceci est principalement vrai pour les TRl G G2UED (T PEEEIERNG 41

drosophiles alors que chez les Mammiféres, les phé-
notypes sont plus particulierement marqués lorsque
tous les membres d’'une méme famille sont invalidés
(tableau 1). Ce point est lié au fait qu'il existe géné-

Les améliorations trés rapides des méthodes de sé-
quencage ont permis I'avénement d’une autre avan-
cée technique en biologie moléculaire : les puces a

(Suite page 39)
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Boucle moléculaire chez la

ADN. Cette technique, qui dé-

Drosophile - une succession de délai

pend entiérement de la connais-
sance du génome de [lorga-
nisme étudié, permet d’identifier
l'expression simultanée de tous
les génes dans l'organe ou la
structure considérés. Plusieurs
groupes ont utilisé ces puces a
ADN afin d’identifier les génes
exprimés de maniére rythmique
et circadienne et aussi avec
I'espoir de trouver de nouveaux
génes horloges. Les premiers
résultats publiés au début des
années 2000 (Harmer et al.,
2000 ; Schaffer et al., 2001 ;
Claridge-Chang et al., 2001 ;
McDonald et Rosbash, 2001;
Ueda et al., 2002a; Lin et al.,
2002 ; Ceriani et al., 2002 ;
Grundschober et al.,, 2001 ;
Akhtar et al., 2002 ; Kita et al.,
2002 ; Panda et al.,, 2002 ;
Storch et al., 2002; Ueda et al.,
2002b) ont révélé un premier

Répression de 'activité
transcriptionnelle de
CLKICYC

Baisse des niveaux
d'expression des
ARNm de per et tim

génes sont exprimés de maniére
rythmique.

Dans cette revue, je présenterai successivement
ces 2 grandes avancées moléculaires dans le do-
maine de la chronobiologie avec tout d’abord les
boucles de rétrocontrdle puis ensuite les puces a
ADN. Afin de rester succinct, je concentrerai princi-
palement mes propos sur les animaux (drosophile/
mammifére). Je m’attacherai a montrer comment
ces études moléculaires ont métamorphosé les re-
cherches sur les rythmes biologiques, en pointant
aussi les problémes qui sont souvent ignorés
(sciemment ou non). Enfin, je conclurai en ouvrant
sur les défis auxquels le domaine fait face et en
évaluant le réle des biologistes moléculaires dans
ce contexte.

2. Les génes horloges et les boucles de
rétrocontréle transcriptionnelles et tra-
ductionnelles.

La majorité des génes horloges a été identifiée a la
fin des années 90 (tableau 1). Pourtant en 1990,
alors que seul le géne per est caractérisé, le
concept de boucle de rétrocontrole est proposé
comme étant la base moléculaire des rythmes circa-
diens (Hardin et al., 1990). Et pour paraphraser la
derniére phrase du résumé : « Les observations
indiquent que [...] il y a une boucle de rétrocontréle
dans laquelle l'activité de la protéine PER induit le
rythme de son propre ARNm » (“The observations
indicate that the cycling of per-encoded protein
could result from per RNA cycling, and that there is

© O
TIM_ PER
© )
CLOCK cYC
©

Q
o
<
%
%
CYC El

CLOCK

ARNm per /-S,S

ARNm tim

Logk Y6 1 n A
v W\
Transcription

résultat surprenant : 3 a 10% des Figure 1: Boucle moléculaire chez la Drosophile — une succession de délai.

a feedback loop through which the activity of per-
encoded protein causes cycling of its own RNA.”;
Hardin et al., 1990).

Ce concept s’est révélé exact et chaque découverte
de géne horloge aboutira a trouver un nouvel acteur
dans la boucle de rétrocontréle. Le but de cette re-
vue n'est pas de faire un inventaire exhaustif de
tous les mécanismes moléculaires permettant a
cette boucle de tourner avec une période de 24h.
De bonnes revues permettent de trouver ces infor-
mations (Dardente et Cermakian, 2007; Reppert
and Weaver, 2001; Roenneberg et Merrow, 2003;
Shearman et al., 2000). Par contre, je détaillerai
plus particulierement certains points bien précis :

» quels sont les génes impliqués ?

e quels sont les mécanismes permettant a la
boucle de tourner sur 24h ?

Comme dans toutes les boucles de rétrocontrole, il
faut des genes (activateurs) qui activent I'expression
de génes répresseurs. Les répresseurs inhibent
I'activité des activateurs, entrainant alors une baisse
progressive de leur propre expression et aboutis-
sant au début d’un nouveau cycle (figure 1). Dans le
régne animal, les génes activateurs sont représen-
tés par 2 facteurs de transcription appartenant a la
famille des protéines & domaines bHLH PAS (pour
basic Helix Loop Helix et Per ARNT Sim) : clock
(clk) et cycle (cyc) chez la drosophile et leurs homo-

(Suite page 40)
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logues Clock (Clk) et Bmal1 chez les mammiféres
(figure 1). Les 2 protéines CLK et CYC (ou CLK et
BMAL1) activent en tant que dimére la transcription
des génes répresseurs : per et timeless (tim) chez la
drosophile et Cryptochrome (Cry) et Per chez les
mammiféres. Plusieurs autres génes ont été identi-
fiés et auraient un rdle plus secondaire. lls agiraient
sur les niveaux d’expression des géenes activateurs
plutét que directement sur Il'activité des dimeéres
CLK/CYC ou CLK/BMAL1.

Les boucles de rétrocontréle représentent un sys-
teme de régulation d’expression génique omnipré-
sent en biologie. Elles sont trés largement utilisées
pour contrOler de maniére précise I'expression d’'un
géne, que ce soit pour I'inhiber (exemples lors des
différenciations cellulaires avec les mécanismes d'’in-
hibition latérale) ou simplement maintenir I'expres-
sion a un niveau physiologique adéquat. |l n’y a dans
ces cas-la aucune notion de temps. Lorsqu’elles
sont utilisées pour permettre I'expression rythmique
de certains génes, la période peut varier énormé-
ment et permettre la genése de rythmes ultradiens.
C’est le cas de I'horloge de la segmentation, ou I'ex-
pression rythmique de nombreux génes permet la
différenciation des somites le long du tube neural
toutes les 2h chez la
souris ou 8h chez les
humains (pour revue,
Bessho et Kageyama,
2003). La particularité
de la boucle de rétro-
contrle impliquée dans
la genése des rythmes
circadiens est qu'elle
fonctionne avec une
période de 24h. Cela
suppose (et impose)
donc une série de nom-
breux délais, présents a
tous les stades de la
boucle (figure 1). Ainsi,
la transcription, la maturation de IARNm la traduc-
tion et la formation des complexes « actifs » vont
étre soumis a de nombreux mécanismes de régula-
tion. Ces mécanismes de régulation sont universels
et présents chez tous les Eukaryotes.

L’'une des régulations considérée comme la plus im-
portante (peut-étre parce que la plus étudiée)
concerne la régulation post-traductionnelle des pro-
téines horloges par des mécanismes de phosphory-
lation. Un consensus semble se dégager et tend a
montrer que chez la majeure partie des organismes
(Neurospora, la drosophile, les mammiferes et a un
moindre égard les cyanobactéries), les protéines
« répresseurs » sont sujettes a un important rythme
de phosphorylation nécessaire a I'activité répressive
dans la boucle moléculaire. Ceci a été particuliere-
ment bien étudié chez la drosophile avec la protéine

I
PER. PER est sujet a un rythme de phosphorylation
trés marqué et de nombreux sites de phosphoryla-
tion ont été caractérisés (Chiu et al., 2008 ; voir aus-
si Vanselow et al.,, 2006 et Schlosser et al., 2007
pour les sites de phosphorylation de mPER?2). La
phosphorylation est trés progressive et plus de 12
heures sont nécessaires pour observer les formes
hyperphosphorylées. Cette phosphorylation progres-
sive va réguler de nombreux événements moléculai-
res comme la localisation cellulaire des protéines
horloges (cytoplasmique ou nucléaire), la formation
de complexes protéiques ainsi que leur dégradation
(pour revue, Vanselow et Kramer, 2007 ; Gallego et
Virshup, 2007). L'importance des rythmes de phos-
phorylation dans la genése des rythmes circadiens
se reflete dans la conservation des kinases impli-
quées au cours de I'évolution. Ainsi, les caséines
kinases lc et I8 (Ckle et Cklo) régulent la phosphory-
lation des protéines horloges chez les plantes, les
champignons et les animaux et sont généralement
considérées comme faisant partie des génes horlo-
ges (Gallego and Virshup, 2007). D’autres kinases
comme la Glycogen synthase kinase 3 (Gsk-3) sont
aussi relativement conservées.

Enfin, il est intéressant de noter que les protéines
horloges chez les Cyanobactéries sont des kinases/
phosphatases. Le

rythme de phosphorylation/
déphosphorylation est
directement lié a la for-
mation de complexes
entre les protéines hor-
loges, et le coeur méme
de l'horloge circa-
4 dienne serait la régula-
tion temporelle de la
phosphorylation. En
effet, la majorité (sinon
la totalité) des mutants
chez les Cyanobacté-
ries correspondent a
des mutants ayant leur
activité¢ de phosphory-
lation ou de déphos-
phorylation altérée (Kondo, 2007). Méme s’il semble
que les horloges moléculaires des Procaryotes et
des Eucaryotes ont une origine distincte au niveau
de l'évolution, une extrapolation est ici tentante.
Pourrait-on considérer que le coeur de I'horloge mo-
Iéculaire chez les Eucaryotes soit uniquement cons-
titué des protéines horloges et de leurs kinases ? Le
rythme de phosphorylation/déphosphorylation, régu-
lant la formation des complexes entre les protéines
horloges, formeraient la pierre angulaire des rythmes
moléculaires, et les rythmes de transcription ne se-
raient en quelque sorte que la sortie de I'horloge.
Autrement dit, peut-on envisager comme cela a été
montre avec les protéines horloges des procaryotes
(Nakajima et al., 2005), 'émergence de rythmes cir-
cadiens in vitro dans un tube a essai si on mélange
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les protéines horloges et leurs kinases? Cette ques-
tion est intentionnellement provocatrice, mais a le
mérite (peut-&tre) d’ouvrir la discussion.

De telles questions ne peuvent étre répondues sans
'apport de techniques de biochimie. De la méme
maniére que les biologistes moléculaires ont fait
avancer et évoluer le domaine, la biochimie permet-
tra de répondre a de nombreuses questions qui sont
encore ouvertes et importantes dans le but de com-
prendre comment, au niveau moléculaire, les ryth-
mes circadiens sont générés. Ainsi, il aura par
exemple fallu 10 ans pour découvrir que la protéine
CLK est (aussi) une enzyme. En effet, CLK est ca-
pable d’acétyler les histones et aussi son partenaire
BMAL1, permettant de modifier ainsi son activité
transcriptionnelle (Doi et al., 2006 ; Hirayama et al.,
2007). Par ailleurs, il est étonnant que la structure
des protéines horloges ne soit pas encore a I'’heure
actuelle publiée. Il est vraisemblable que de nom-
breux laboratoires s’y sont attelés, mais sans suc-
cés jusqu'a maintenant (seule la structure d’'une par-
tie de la protéine PER a été publiée ; Yildiz et al.,
2005). De plus, cela permettra de mieux compren-
dre comment les mécanismes moléculaires fonction-
nent. En effet, trés peu de choses sont a I'heure
connues sur les mécanismes exacts permettant a
PER et CRY de réprimer I'activité transcriptionnelle
de CLK/CYC ou CLK/BMAL1, respectivement. Il
semblerait que des régulations post-traductionnelles
comme la phosphorylation ou I'acétylation des gé-
nes activateurs soient impliquées, mais aucun me-
canisme détaillé n’a encore été
publié.

3. Les puces a ADN et la
transcription circadienne

L’'une des grandes avancées tech-
niques de ces 10 derniéres an-
nées en biologie moléculaire est
l'avénement des puces a ADN
(microarray en anglais). Ces pu-
ces consistent en des lames de
microscope sur lesquelles sont
disposés régulierement tous les
quelques dizaines de micrométres
des brins monocaténaires d’ADN correspondant a
un géne. La miniaturisation de cet équipement per-
met d’avoir sur la méme lame tous les genes de l'or-
ganisme étudié, et permet donc en une seule expé-
rience de connaitre les niveaux d’expression de I'en-
semble du génome dans I'échantillon considéré
(pour revue, Sato et al., 2003). Il est important d’a-
jouter que le succes des puces a ADN est largement
lié a une « nouvelle » technique utilisée pour la vali-
dation des résultats : la PCR quantitative (QPCR
pour quantitative Polymerase Chain Reaction). En
effet, les puces a ADN générent de nombreux « faux
positifs » (principalement a cause de difficultés tech-

nigues comme la technique d’hybridation). La
gPCR, qui consiste en une PCR faite dans les
conditions ou la génération de produits de PCR est
proportionnelle a la quantité de matériel, permet de
s’affranchir de ces problémes et a donc contribué a
affiner la validité des résultats (de masse) obtenus
avec les puces a ADN.

Les puces a ADN ont été largement utilisées dans le
domaine des rythmes dés le début des années 2000
afin d’étudier principalement quels sont les génes
exprimés de maniére rythmique/circadienne (plantes
avec Arabidopsis : Harmer et al., 2000 ; Schaffer et
al., 2001 ; Drosophile : Claridge-Chang et al., 2001 ;
McDonald and Rosbash, 2001; Ueda et al., 2002 ;
Lin et al., 2002 ; Ceriani et al., 2002 ; Mammiféres :
Grundschober et al., 2001 ; Akhtar et al., 2002 ; Kita
et al., 2002 ; Panda et al., 2002 ; Storch et al., 2002;
Ueda et al.,, 2002b). Les résultats ont apporté de
nombreuses informations. Tout d’abord, les génes
horloges ne sont pas les seuls génes a étre expri-
més de maniére circadienne et de 3 a 10% du gé-
nome présente un rythme d’expression. Ces génes
rythmiques sont en grande partie impliqués dans les
régulations métaboliques comme la glycolyse, la
gluconéogenése, la biosynthése du cholestérol ou
des acides aminés, la phosphorylation oxydative. De
plus, certains de ces ARNm encodent dans le foie
pour des enzymes limitantes comme la réductase
HMG-CoA, la réductase delta-aminolevulinate ou le
cytochrome P450 7a1. C’est ainsi toute la biosyn-
thése du cholestérol, de 'héme et de la bile, respec-
tivement, qui est circadienne. Une autre caractéristi-
que de ces résultats est qu’il 'y a pas une phase
unique d’expression et de nom-
breux génes s’expriment en anti-
phase. Ceci implique donc que
différentes fonctions cellulaires
peuvent avoir au sein d'un méme
tissu des rythmes avec des pha-
ses différentes. Enfin, il est appa-
ru trés rapidement que les génes
exprimés rythmiquement étaient
différents en fonction de I'organe
ou du tissu considéré. Ainsi, un
gene X exprimé de maniére circa-
dienne dans le coeur peut étre
exprimé de maniére constante
dans un autre organe tel le rein ou le poumon (pour
revue, Sato et al., 2003). A cet égard, le nombre de
génes exprimés de maniére rythmique dans tous les
organes examinés jusqu'a présent est trés faible et
ne concerne pratiquement que les génes horloges
déja caractérisés (différence entre les génes horlo-
ges, i.e., génes qui sont au cceur de 'horloge molé-
culaire circadienne et les génes a expression rythmi-
que, i.e, genes de sortie de I'horloge). Si I'on consi-
dere que la base moléculaire des rythmes circa-
diens est la méme dans tous les organes (ce qui est
trés vraisemblablement le cas), il est donc trés ten-
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tant de penser que le nombre de génes horloges est
tres faible et que la liste est déja connue.

La quantité des données provenant de ces analyses
globales du transcriptome ont provoqué un réel élan
dans la communauté scientifique. De plus en plus
d’études ont commencé a inclure des données pro-
venant des puces a ADN, laissant suggérer que
cette maniére d’étudier une fonction biologique allait
permettre de résoudre de nombreux problémes. Ce-
pendant, force est de constater que ce ne fut pas
complétement le cas.

Ainsi, dans le domaine des rythmes, trés peu de gé-
nes ont été ensuite caractérisés. Alors que de nom-
breuses personnes pensaient que de nombreux
nouveaux genes horloges allaient étre trouvés, il
semble maintenant évident que ce ne fut pas le cas.
Seule la découverte du gene horloge cwo chez la
drosophile est issue de résultats provenant des pu-
ces a ADN (Kadener et al., 2007; Lim et al., 2007;
Matsumoto et al., 2007). De méme, trés peu de gé-
nes rythmiques ou plus généralement de fonction
biologiques rythmiques ont fait objet d’études plus
poussées. On peut cependant citer par exemple le
cas du gene /d2 (pour I[nhibitor of DNA binding 2)
dont I'étude de son implication dans les rythmes cir-
cadiens a été initiée suite aux résultats provenant
des puces a ADN (Duffield et al., 2009). Ce géne
code pour un facteur de transcription incapable de
se lier a 'ADN et son invalidation génique diminue la
rythmicité circadienne et augmente I'amplitude des
décalages de phase (Duffield et al., 2009).

Doit-on de ce fait penser que ces résultats prove-
nant des puces a ADN ne constituent que de la pou-
dre aux yeux ? Je ne suis pas de cet avis, mais il est
nécessaire, par contre, de les intégrer dans une vi-
sion plus globale des rythmes biologiques et de
comprendre exactement ce a quoi I'on fait référence
quand on analyse les résultats. Tout d’abord, les
puces a ADN ont permis de montrer que le nombre
de genes horloges est relativement faible et que la
majeure partie de ces genes est aujourd’hui connue.
Il est aussi sirement encore trop tét pour vraiment
avoir le recul nécessaire par rapport a la quantité de
résultats et il est vraisemblable que plusieurs génes
circadiens seront (de la méme maniére que cela a
été fait avec le géne /d2) caractérisés dans la pro-
chaine décennie. Enfin, il est important de rappeler
que les puces a ADN ne mesurent que les niveaux
d’expression des ARNm. Etant donnée I'importance
des reégulations post-transcriptionnelles et post-
traductionnelles dans la genése des rythmes circa-
diens, il est fort probable que plusieurs génes ont
des niveaux d’expression de leur protéine rythmique
alors que leur ARNm est exprimé de maniére cons-
tante. De plus, une expression constante ne signifie
pas forcément que l'activité de la protéine est cons-
tante. L'activité enzymatique ou I'association d’une
protéine a un complexe peuvent étre circadiennes

I
sans que la détection par western blot le soit ! C’est
pourquoi, une fois encore, il est important d’avoir un
certain recul par rapport aux données et réaliser que
les puces a ADN ne mesurent que I'expression de
'ARNm d’un géne donné.

4. Vers une vision plus intégrée des résul-
tats moléculaires

Un autre probléme rencontré avec les puces a ADN
tient au fait que les chercheurs ne tiennent pas
compte de I'hétérogénéité du tissu qu’ils étudient.
Or, chaque structure ou organe est constitué de
sous populations de cellules aux fonctions différen-
tes et les « structures horloge » ne font pas excep-
tion. Cependant, les techniques utilisées jusqu'a
maintenant en biologie moléculaire omettent ce fac-
teur et les ARNm ou protéines sont isolés a partir
des tissus plutdét que de populations de cellules a la
fonction bien définie.

Cet aspect est particulierement important surtout au
regard des derniers résultats obtenus chez la mou-
che. Chez la drosophile, les cellules horloges
(environ 150 neurones) sont subdivisées en 6 sous
populations neuronales en fonction de leur localisa-
tion neuro-anatomique et de I'expression de neuro-
peptides. Longtemps considérées comme une seule
entité (neurones horloges), ces sous-populations de
neurones sont cependant organisées hiérarchique-
ment et contrélent plus particuli€rement certains as-
pects des rythmes circadiens. Ainsi, certains neuro-
nes contrbélent I'activité locomotrice du matin, d’au-
tres neurones l'activité locomotrice su soir (Grima et
al., 2004; Stoleru et al., 2004). Un petit groupe de
neurones serait aussi plus particulierement impliqué
dans I'entrainement des rythmes suite a une stimu-
lation lumineuse en fin de nuit (cellules photorécep-
trices de l'aube, responsables des avances de
phase induite par la lumiére) (Shang et al., 2008).
Ainsi et méme si chaque cellule est une cellule pa-
cemaker, leur organisation en un réseau de neuro-
nes cohérent est primordiale pour I'organisation tem-
porelle des rythmes circadiens. Et il est raisonnable
de penser que chaque sous-population de neurones
exprime des génes différents permettant ainsi leur
spécialisation physiologique.

Chez les mammiféres, les SCN sont aussi constitués
de sous populations de neurones qui peuvent étre
différenciés en fonction de leur expression en neuro-
peptides (principalement AVP et VIP, pour arginine
vasopressin et vasoactive intestinal polypeptide, res-
pectivement). L’organisation fonctionnelle entre les
neurones des SCN est, a l'instar des cellules horlo-
ges chez la drosophile, nécessaire pour la généra-
tion des rythmes circadiens. Ainsi, des souris ayant
le géne codant pour le récepteur au VIP invalidé
(Vipr”) ont un rythme comportemental d’activité lo-
comotrice altéré et présentent une arythmie de I'ex-
pression des génes horloges dans les SCN en
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condition constante (Harmar et al., 2002). Cette
arythmie n’est cependant pas due a un arrét des
boucles moléculaires dans chaque cellule des SCN,
mais reflete plutdt une baisse du nombre de cellules
rythmiques dans les SCN ainsi qu’une désynchroni-
sation compléte entre les neurones des SCN (Aton
et al., 2005).

Un autre résultat surprenant a été publie réecemment
par I'équipe de Steve Kay (Liu et al., 2007). Les
souris ayant le géne horloge Per1, Per2 ou Cry1
invalidé restent rythmiques et I'effet de I'invalidation
du géne se refléte principalement sur la période en-
dogéne (tableau 1). De méme, les SCN en culture
présentent aussi un robuste rythme circadien d’acti-
vité. Pourtant, quand les neurones des SCN de ces
mémes souris sont dissociés et mis en culture, leur
rythmicité est fortement altérée et beaucoup moins
robuste que celle observée chez des souris sauva-
ges. Ces résultats indiquent donc les rythmes phy-
siologiques ne reflétent pas forcément le phénotype
des horloges cellulaires autonomes. lls démontrent
aussi que le couplage intracellulaire dans les SCN
est non seulement nécessaire a la synchronisation
des oscillations cellulaires, mais qu’ils contribuent
aussi a maintenir 'amplitude des rythmes malgré les
perturbations génétiques. Dés lors, on peut se de-
mander si chercher a déterminer comment les bou-
cles de rétrocontréle fonctionnent reste une ques-
tion pertinente.

5. Vers une nouvelle utilisation des techni-
ques de biologie moléculaire

Si seuls certains neurones horloges contrélent un
aspect spécifique des rythmes biologiques, est-il
pertinent d’en étudier la régulation dans la structure
ou le tissu ? Par exemple chez la drosophile, si
seuls certains neurones sont responsables de la
réception d’'une stimulation lumineuse, est-il logique
de corréler les décalages de phase induit par une
stimulation lumineuse a une variation d’expression
d’un ARNm ou d’une protéine dans I'ensemble de la
téte de la mouche ?

De méme, si une mutation génique ne conduit pas
forcément a un phénotype a cause du couplage in-
tracellulaire dans les SCN, faut-il considérer que
cette altération moléculaire n’est pas importante
pour la genése des rythmes circadiens ?

Ces deux questions mettent en avant les défis aux-
quels les biologistes moléculaires (mais pas unique-
ment) sont confrontés & I'heure actuelle. Quelle est
la direction a prendre ? De nombreux facteurs doi-
vent étre (re-)considérés. De plus I'évolution de la
connaissance du génome et des techniques de bio-
logie moléculaire doivent étre prises en compte.

5.1. Chaque tissu est constitué de cellules
fonctionnellement différentes

Il est tout d’abord important de prendre en compte la
diversité cellulaire du tissu ou de l'organe étudié.
Ainsi, étudier les rythmes d’expression génique
d'une structure dans son ensemble (téte de droso-
phile, SCN ou organe comme le foie) ne va pas for-
cément refléter un rythme dans toutes les cellules.
De plus, il est important de considérer aussi le fac-
teur « dilution ». En effet, un rythme dans certaines
cellules ne représentant qu’un faible pourcentage du
total des cellules peut étre masqué par I'expression
constitutive (ou en antiphase) dans le reste des cel-
lules. C’est pourquoi il est important d’étudier I'ex-
pression génique dans une sous-population neuro-
nale bien caractérisée. Certaines études menées
dans cette optique dans d’autres domaines ont ap-
porté des résultats trés encourageants. Par exem-
ple, une étude s’est concentrée sur différentes po-
pulations neuronales du prosencéphale ayant des
caractéristiques morphologiques, électrophysiologi-
ques et neuro-anatomiques bien différentes (Sugino
et al., 2006). En isolant spécifiquement 12 sous-
populations neuronales différentes, les auteurs ont
démontré que chaque catégorie de neurones pré-
sente une expression génique qui lui est propre et
que I'expression des récepteurs et canaux ioniques
peut étre corrélée a l'activité électrique de ces neu-
rones (Sugino et al., 2006). Une telle étude est envi-
sageable avec les cellules horloges, que ce soit
chez les drosophiles ou les mammiféres. Cela serait
d’ailleurs déja en cours chez les drosophiles (Blau,
2006 ; Rosbash, 2008). Chez les mammiféres, la
caractérisation de I'expression génique dans diffé-
rents types de cellules au sein des SCN (AVP, VIP,
GRP ou encore cellules gliales) apportera vraisem-
blablement de nhombreuses informations concernant
les différents récepteurs, canaux ioniques ou voies
de signalisation exprimés spécifiquement dans cha-
que cellule, permettant alors de mieux comprendre
comment le réseau neuronal intra-SCN est organi-
sé.

5.2. Ciblage plus précis de l'invalidation géni-
que

Les manipulations génétiques ont incontestable-
ment contribué a I'évolution de la recherche en
sciences de la vie ces derniéres décennies. En ef-
fet, la possibilité d’altérer spécifiquement I'expres-
sion d’un géne et d’analyser le phénotype observé a
permis de corréler directement un géne a sa fonc-
tion.

La drosophile est 'animal de référence a cet égard
et les criblages génétiques ont permis tres tét d’'ana-
lyser I'effet des mutations géniques sur le dévelop-
pement, la physiologie et le comportement de I'ani-
mal. C’est d'ailleurs de cette maniére que le géne
Period a été identifié¢ (Konopka et Benzer, 1971 ;
voir aussi la section 1 de cette revue). L’intégration
dans le génome d’éléments transposables (aussi
appelés éléments P) a représenté une avancée en-
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core plus spectaculaire (Spradling et Rubin, 1982 ;
Rubin et Spradling, 1982). Ces éléments, correspon-
dants a des transposons modifiés, ont la caractéristi-
que de s’intégrer (comme tous les transposons)
aléatoirement dans le génome. L’intégration dans le
génome de la drosophile d’un élément P contenant
un géne d’intérét aboutit a I'expression de ce géne
d’intérét directement in vivo et permet de corréler
I'expression du géne d’intérét avec un phénotype.
Les évolutions et les variations autour de ces élé-
ments transposables ont été nombreuses et ont
complétement révolutionné la recherche sur la géné-
tique des drosophiles. L’'une des variations les plus
notables a été apporté en 1993 lorsque Brand et
Perrimon ont utilisé ces éléments P pour exprimer
un géne dintérét dans un tissu spécifique avec le
systeme UAS/Gal4 (Brand et Perrimon, 1993). L’ap-
plication de cette technique au domaine de la chro-
nobiologie a été importante et a contribué a la carac-
térisation relativement précise du réle des différents
groupes de cellules horloges dans le cerveau de la
mouche (pour revue, Hall, 2003). De plus, une évo-
lution trés récente permettant de restreindre la mani-
pulation génétique a une seule cellule a contribué a
montrer le réle important de quelques cellules horlo-
ges sur lentrainement des rythmes circadiens
(Shang et al., 2008). Cependant, d’autres évolutions
sont encore nécessaires. En effet, ces techniques
destinées a restreindre les modifications géniques a
quelques cellules sont tributaires des promoteurs
utilisés (et aussi assez souvent de la localisation de
l'insertion de I'élément P dans le génome). Faute de
promoteur spécifique, plusieurs groupes de neuro-
nes horloges n’ont pas pu étre encore caractérisés.
Le contréle temporel de la manipulation génétique
est aussi problématique. En effet, I'expression d’'un
transgéne peut entrainer des perturbations lors du
développement de la mouche (probléme de
connexions neuronales, létalité, etc...) et empéche
donc une analyse précise de la manipulation généti-
que. Il est probable que de nouveaux systéemes se-
ront élaborés dans les prochaines années et permet-
tront de résoudre ces problémes.

Les manipulations génétiques chez les mammiféres
ont aussi révolutionné les recherches en sciences
de la vie. Celles-ci concernent principalement les
souris et ont fait I'objet de I'attribution du prix Nobel
de physiologie et de médecine en 2007 a Mario R.
Capecchi, Martin J. Evans and Oliver Smithies.

La technique de l'invalidation génique (knock-out) a
été utilisée pour invalider tous les génes horloges
(voir tableau 1). Les phénotypes observés sont ce-
pendant sujets & de nombreuses questions. En effet,
l'invalidation d’'un géne horloge supprime I'expres-
sion de ce géne dans tout 'organisme et il est donc
impossible d’étre assuré que le phénotype provient
directement de I'absence d’expression de ce géne
dans I'horloge centrale. De plus, le géne est invalidé

I
des le stade embryonnaire, entrainant potentielle-
ment des phénoménes de compensation génique.
De nouvelles techniques ont été créées afin de pa-
lier a ces deux problémes majeurs. Parmi celles-ci,
l'utilisation du systéme Cre/loxP est assurément
celle qui fait preuve de la plus grande attractivité
(Tsien et al., 1996). Ce systéme binaire repose sur
I'utilisation de la recombinase Cre qui présente une
activité recombinase spécifique pour les sites loxP.
Chez la souris, I'utilisation d’un promoteur spécifique
permettant une expression ciblée de Cre, couplée a
un gene d’intérét dont la séquence codante est flan-
quée de 2 sites loxP permet ainsi la recombinaison
(et donc la disparition) de la séquence codante du
géne d'intérét uniquement la ou Cre est exprimée.
La premiere application de cette technique en chro-
nobiologie est venue du groupe de Charles Weitz.
Les auteurs ont réalisé une ablation spécifique de
I'horloge moléculaire dans la rétine afin de montrer
que I'horloge circadienne intrinséque a la rétine ré-
gule le traitement de [linformation visuelle intra-
rétinien (Storch et al., 2007). Il est trés vraisemblable
que ce systéme sera de plus en plus utilisé dans les
prochaines années. Ce systéme repose cependant
sur l'utilisation de promoteurs spécifiques permettant
une expression ciblée de la recombinase. Etant don-
née la diversité neuronale dans les SCN, il est donc
encore difficile d’envisager pouvoir réaliser une inva-
lidation génique spécifique des SCN.

Une possibilité permettant d’outrepasser ce pro-
bléme serait I'utilisation ciblée de lentivirus ou adé-
novirus. Cette technique émergente consiste en I'en-
capsulation de génes d’intérét dans des virus puis
en l'injection (stéréotaxique pour les structures céré-
brales) de ces virus dans l'organisme (pour revue,
Washbourne et McAllister, 2002 ; Kuhlman et
Huang, 2008). L’injection stéréotaxique dans les
SCN de la recombinase Cre ou inversement d’'un
géne d’intérét flanqué de séquences loxP permettrait
d’aboutir & une manipulation génique restreinte aux
SCN. De telles techniques, amenées a évoluer, per-
mettront de résoudre des questions essentielles sur
le réle des différentes sous-populations de neurones
dans les SCN.

Une application importante des techniques de
manipulations géniques dans le domaine des ryth-
mes circadiens a consisté en lintégration dans le
génome de transgénes exprimant un géne rappor-
teur (protéine fluorescente ou bioluminescence)
sous contréle du promoteur d’un géne horloge (pour
revue, Welsh et Kay, 2005). L’expression du gene
rapporteur est alors directement corrélée a la trans-
cription du géne horloge et oscille avec une période
proche de 24h. Cette technique a permis de mon-
trer, entre autres, que de trés nombreux tissus péri-
phériques ont une activité rythmique circadienne
avec une phase qui leur est propre (Yamazaki et al.,
2000). L'utilisation de caméras CCD trés sensibles
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et permettant une résolution cellulaire du signal rap-
porteur a permis de montrer que I'expression du
gene rapporteur n’est pas uniforme dans les SCN
(Yamaguchi et al., 2003). En effet, le signal apparait
d’abord dans la partie dorsale et se propage pro-
gressivement a la partie ventrale (Yamaguchi et al.,
2003). L'utilisation de ce systéme rapporteur, cou-
plée a la génération de souris transgéniques expri-
mant un autre géne rapporteur pour identifier un
sous-type cellulaire, constituerait une autre grande
avancée technique et permettrait de caractériser
plus précisément comment les neurones des SCN
se synchronisent entre eux pour générer de robus-
tes rythmes circadiens.

5.3. Quelles seront les conséquences de /a-
mélioration de la connaissance du génome ?

Les études en biologie moléculaire se sont principa-
lement concentrées sur « 'ADN codant », c’est a
dire 'ADN dont la séquence est codée en ARNm
puis protéine. Cet ADN codant ne représente ce-
pendant que 5% du génome. Les 95% restants de
'ADN, appelé « ADN non-codant » et correspondant
aux séquences intergéniques, introns, transposons,
ARN non codant et hétérochromatine, ont long-
temps été ignorés car considérés comme peu im-
portant. Pourtant, I'amélioration des puces a ADN
(avec des oligonucléotides couvrant tout le génome
et non plus juste les séquences codantes) et I'appa-
rition des séquenceurs haut débit ont montré que
cet ADN non codant n’est pas si inerte que cela
avait été suggéré (pour revue, Gerstein et al., 2007 ;
Gingeras et al., 2007). Pour ne citer qu’'un exemple,
cet ADN peut coder pour de nombreuses nouvelles
catégories d’ARN non codant (miARN, piARN, siR-
NA, etc). Méme si le role de cet ADN est encore
obscur a I'heure actuelle, il est vraisemblable que de
nouvelles fonctions seront découvertes, y compris
dans le domaine des rythmes circadiens.

De plus, le développement des séquenceurs a haut-
débit (454, lllumina ou Solexa) va aussi amener de
nombreux nouveaux résultats (et remplacera proba-
blement les expériences d’hybridation sur puce).
Ces séquenceurs ont la capacité de séquencer plu-
sieurs millions de nucléotides provenant d’'un échan-
tillon. L'analyse du transcriptome par cette techni-
que a révélé de nombreux nouveaux aspects dans
la régulation génique (pour revue, Wang et al.,
2009). En effet, cette technique permet tout d’abord
de mesurer de maniére beaucoup plus précise les
niveaux des transcrits. De plus, elle permet de révé-
ler I'étendue et I'importance de I'épissage alternatif.
Son utilisation dans le domaine de la chronobiologie
s’annonce prometteuse et réservera slrement de
nombreuses surprises.

6. Conclusion

Le domaine de la biologie moléculaire a radicale-
ment évolué ces 20 derniéres années grace a I'é-

mergence de nombreuses nouvelles techniques.
Comme tous les domaines en sciences de la vie, le
domaine de la chronobiologie en a largement béné-
ficié. L’arrivée de nouvelles technologies comme les
séquenceurs a haut-débit vont amener dans les pro-
chaines années une meilleure compréhension du
génome. |l sera intéressant de mesurer a quel point

ces avancées techniques auront un impact dans le
domaine de la chronobiologie.
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Mise en évidence de classes distinctes de
chronotoxicité de lirinotécan chez la Souris

Constance Ahowesso’, Xiao Mei Li, Francis
Lévi

"INSERM U776 "Rythmes Biologiques et cancers” et Uni-
versité Paris-Sud

Hépital Paul Brousse 14-16 Avenue PV Couturier 94800 -
Villejuif (France)

La tolérance et I'efficacité des traitements anticancé-
reux, peuvent varier selon I'heure et la modalité
d’administration, mais aussi selon les caractéristi-
ques de l'individu et son mode de vie. L'irinotécan
(CPT11) qui est indiqué contre les cancers gastro-
intestinaux, est un inhibiteur spécifique de la topoi-
somérase |. Le CPT11, mais surtout son principal
métabolite, le SN38, sont toxiques pour les cellules
néoplasiques, mais aussi pour les cellules saines
qui proliferent dans la moelle osseuse et la mu-
queuse intestinale.

Selon un essai clinique récent, les doses recom-
mandées et le schéma optimal d’administration dif-
férent selon le sexe chez les patients cancéreux
(Giacchetti et al. JCO 2006). L’horloge circadienne
qui contréle les processus de détoxification et de
prolifération cellulaire semble jouer un role important
dans ces différences d’activité thérapeutique liées
au sexe. Le but de cette étude est d’explorer dans le
modele animal les principales hypothéses biologi-
ques qui rendent compte de ces différences.

Dans une premiére étape, en prenant comme critére
principal de toxicité la perte de poids corporel, nous
avons identifié 3 classes de chronotoxicité a partir
de profils circadien de toxicité qui différent en fonc-
tion de la lignée et du sexe des souris. Ensuite,
nous caractérisons ces 3 classes au plan des orga-
nes cibles de toxicité (iléon, colon, moelle osseuse,
hématologie). Nous identifions ensuite les effets de
lirinotécan sur le systéeme circadien, en prenant
comme biomarqueurs les rythmes d’activité locomo-
trice et de température corporelle mesurés par télé-
métrie.

Les variations circadiennes de la sévérité de la toxi-
cité hématologique (leucopénie/neutropénie) et des
Iésions de la muqueuse intestinale sont statistique-
ment validées et coincident avec celles de la perte
de poids maximales, tout en révélant des différen-
ces d’organes cibles prédominants en fonction de la
lignée et du sexe. Ces 3 classes présentent des dif-
férences marquées de physiologie circadienne, d’a-

prés les enregistrements d’activité locomotrice et de
température corporelle.

Ces résultats valident I'hypothése de différentes
classes de chronotoxicité chez la Souris. Cette
étape nous conduit a rechercher les caractéristiques
génomiques et phénomiques qui déterminent le
schéma optimal d’administration du CPT11, dans
une perspective de personnalisation de la chrono-

thérapeutique.

Travail soutenu par la Région lle de France, et 'Union Européenne
dasn le cadre du STREP TEMPO (Temporal genomics for
tailored chronotherapeutics, LSHG-CT-2006-037543)

Constance. AHOWESSO. bénéficie d'une bourse de I'Association
pour la Recherche sur le cancer (ARC, villejuif, France).

A Combined Biological and Mathematical Ap-
proach for Modelling the PK-PD of the anti-
cancer drug Irinotecan at a cell population
level Focus on Drug Transport and Circadian
Rhythms

Annabelle Ballesta, Sandrine Dulong, Alper
Okyar, Francis Levi, Jean Clairambault

Irinotecan is an anticancer drug which is currently in
use for chemotherapy against colorectal cancer.
Here we are interested in the molecular mecha-
nisms occurring within a cell population after Iri-
notecan exposure. We attempt to mechanistically
model Irinotecan Pharmacokinetics(PK),which is
what the cells

do to the drug (e.g. metabolization, transport), and
Pharmacodynamics(PD), which is what the drug
does to the cells (e.g. DNA damage, apoptosis).

Experiments on Caco-2 cells (human epithelial colo-
rectal adenocarcinoma cells) have been performed
in order to study the drug transport and the influence
of circadian rhythms on its Pharmacokinetics-
Pharmacodynamics. At the same time, we have built
a deterministic ODE-based mathematical model
which parameters are fitted to the experimental data
obtained on Caco-2 cells.

The experiments have shown evidence for a de-
crease in the intracellular accumulation of Irinotecan
over time: the intracellular concentration increases
until 12 hours of exposure and then decreases until
48 hours of exposure. Several hypothesis are cur-
rently under study to explain this phenomenon, in-
cluding the possible involvement of the equilibrium
between the lactone and carboxylate forms of Iri-
notecan, and also the hypothetic induction of ATP-
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Binding-Cassette(ABC) transporters which are re-
sponsible for the drug efflux.

The PK-PD of Irinotecan is also largely influenced
by the circadian rhythms of proteins (in particular
those of the drug target Topoisomerase | and of the
deactivation enzyme UGT1A1), whose mRNA level
(and probably protein amount and activity) vary over
a 24-hour period both in vivo and in cultured cells.

Taking into account Irinotecan transport kinetics and
the circadian control of relevant pharmacologic path-
ways, we use the mathematical modelling to define
theoretically optimal schedule of cell exposure to
Irinotecan which will be validated by further experi-
ments on Caco-2 cells.

This study at the cell population scale will be inte-
grated into a whole-body approach aiming at im-
proving the scheme of administration of Irinotecan to
patients.

Fatigue versus somnolence en rapport avec les
rythmes circadiens

Michel Billiard

Département de Neurologie, Hbpital Gui de Chauliac,
34295, Montpellier cedex 05

La fatigue et la somnolence sont deux phénoménes
distincts et indépendants, mais fréquemment
confondus. lls dépendent étroitement 'un et I'autre
de rythmes circadiens et la prédiction de leur surve-
nue est I'objet de nombreuses recherches

La somnolence diurne excessive se définit comme
une tendance anormale a s’endormir a une heure et
en un lieu inappropriés. Elle résulte d'un manque de
sommeil, de la prise de certains médicaments, de
troubles du sommeil ou de maladies organiques ou
psychiatriques. Sa prévalence est estimée entre 5%
et 15%, selon qu’elle est quotidienne, sévere, ou
occasionnelle, modérée. Elle peut étre quantifiee a
'aide d’échelles subjectives, « échelle de somno-
lence d’Epworth » et « échelle de somnolence du
Karolinska », et de tests objectifs, « test itératif de
latence d’endormissement » et « test de maintien de
I'éveil ».

La fatigue peut étre centrale ou physique. La pre-
miere se définit comme une lassitude mentale en
rapport avec une activité intellectuelle intense. Elle
perturbe les fonctions cognitives. La seconde est
une lassitude physique dépendant d’un effort physi-
que prolongé. La fatigue est une plainte plus fré-
quente (20-25%) que celle de somnolence diurne
excessive. Plusieurs échelles subjectives de fatigue
sont utilisées, « linventaire multidimensionnel de
fatigue », « I'échelle de fatigue » et « I'échelle de
sévérité de la fatigue ».

Si les spécialistes du sommeil distinguent formelle-
ment les deux concepts, il faut savoir que les spé-

cialistes du trafic automobile tendent a confondre
fatigue et somnolence, ce qui n’est pas pour faciliter
la communication entre ces spécialistes.

Différents modeles ont été congus dans le but de
prédire la survenue de fatigue et/ou de somnolence
diurne excessive dans des situations de perturbation
des rythmes circadiens, telles que le travail posté ou
le franchissement rapide de fuseaux horaires.

Le modéle de régulation du sommeil a deux proces-
sus (Borbély, 1982) a servi d’inspiration a la plupart
de ces modéles. D’aprés ce modéle la capacité a
demeurer éveillé ou a s’endormir résulte de I'action
combinée de la dette homéostatique (d’autant plus
élevée que le sujet est demeuré plus longtemps
sans dormir) et de la phase du rythme circadien. Le
processus homéostatique (S) est un processus phy-
siologique a deux seuils, H pour le haut et B pour le
bas, et le processus circadien (C) module de fagon
périodique ces deux seuils. Le processus S aug-
mente exponentiellement pendant la veille jusqu’a
ce qu'il atteigne le seuil haut, déterminant l'installa-
tion du sommeil. Le processus S décroit ensuite
pendant le sommeil jusqu'a atteindre le seuil bas,
moment ou le sujet se réveille. Une privation de
sommeil a pour effet d'augmenter le seuil haut ; a
linverse la mise en situation de « bed rest » a pour
effet d’abaisser ce méme seuil et d’'induire un som-
meil polyphasique.

Parmi les différents modéles proposés aujourd’hui,
le modéle a trois processus (Folkard et Akerstedt
1987, 1989) est le seul a avoir été largement validé.
Il fait appel a la combinaison de trois processus :

e« une composante sinusoidale endogéne
(processus C) trés faible le matin, atteignant
son maximum en fin d’aprés-midi pour s’a-
baisser ensuite jusqu’au matin suivant.

« une composante homéostatique (processus
S) décroissant exponentiellement pendant
toute la durée de la veille et s’inversant en
une croissance exponentielle pendant le som-
meil
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« une déviation transitoire du processus S qui
suit un réveil forcé (processus W) ou inertie

du sommeil

Le modeéle permet de prédire le niveau d’éveil et de
performance aux différents moments du nycthé-
meére, en situation d’alignement des horaires de
veille et de sommeil par rapport aux heures conven-
tionnelles de veille et de sommeil comme en celle de
déplacement des heures de veille et de sommeil par
rapport aux heures conventionnelles de veille et de
sommeil.

Horloges circadiennes, prise alimentaire et mé-
tabolisme

Etienne Challet

UPR3212, Institut des Neurosciences Cellulaires et Inté-
gratives, CNRS, Université de Strasbourg

Les mammiféres présentent une alternance quoti-
dienne d’activité et de repos en étroite relation avec
le cycle lumiére/obscurité. Cette organisation tempo-
relle journaliére est sous le contrdle direct d’'une hor-
loge principale localisée dans les noyaux supra-
chiasmatiques de I'hypothalamus. Les oscillations
circadiennes de cette horloge neuronale résultent de
boucles d’autorégulation impliquant plusieurs génes
spécifiques dont Per1, Per2, Bmal1, Clock, Rora et
Rev-erba. Le principal synchroniseur de I'horloge
suprachiasmatique est la lumiére ambiante. De
nombreuses horloges secondaires sont présentes
dans des régions cérébrales hors noyaux supra-
chiasmatiques, ainsi que dans la majorité des tissus
périphériques, dont le foie, le tissu adipeux et le
cceur. Les mécanismes d’oscillations circadiennes
font globalement appel aux mémes acteurs molécu-
laires. Plusieurs réseaux transcriptionnels font inter-
venir des génes/protéines d’horloge (Bmal1, Clock,
Rora et Rev-erba) dans diverses voies métaboli-
ques, tant glucidiques que lipidiques

La régulation de la prise alimentaire est coordonnée
par I'hypothalamus médiobasal, qui percoit et inte-
gre la majorité des signaux métaboliques provenant
de la périphérie par voie sanguine. A cette régula-
tion homéostasique de la prise alimentaire vient s’a-
jouter une régulation circadienne qui contrdle la ryth-
micité journaliére des repas. Méme si ce n’est pas la
seule entité oscillante impliquée, I'horloge supra-
chiasmatique joue un réle important dans le rythme
circadien de prise alimentaire, ne serait-ce que de
maniére indirecte par le contréle du cycle veille-
sommeil. Une autre entité fonctionnelle, appelée «
horloge alimentaire » mais dont la localisation céré-
brale reste mal définie, est régulierement évoquée
dans le contréle circadien de la prise alimentaire.

Les situations de déséquilibres métaboliques chroni-
ques sont associées a des anomalies circadiennes
et modifient la synchronisation photique des noyaux
suprachiasmatiques, confortant ainsi [I'existence

I
d’'une modulation métabolique de la synchronisation
photique. L’excés d’apport énergétique lors d’un ré-
gime hyperlipidique provoque plusieurs anomalies
circadiennes. Notamment, la période endogéne de
I'horloge suprachiasmatique est allongée par rapport
a celle des souris témoins nourries avec un régime
standard. Ensuite, l'alternance journaliére de prise
alimentaire/jeline est altérée en raison surtout d’'une
augmentation de I'ingestion de nourriture pendant la
période habituelle de repos (le jour chez la souris).
Par ailleurs, 'environnement photopériodique (durée
relative de la période d’éclairement par 24 h) peut
aussi moduler les réponses métaboliques et notam-
ment stimuler l'ingestion spontanée de sucrose et
favoriser I'adiposité nutritionnelle induite par le ré-
gime gras.

Enfin, la désynchronisation chronique a des effets
délétéres sur le métabolisme, en favorisant la sur-
charge lipidique. Or la synchronisation a la lumiére
de I'horloge suprachiasmatique est diminuée lors
d’'une obésité nutritionnelle, ce qui se traduit notam-
ment par une resynchronisation plus lente aprés un
décalage du cycle lumiére/obscurité.

En conclusion, I'on peut donc postuler qu’une situa-
tion de changements récurrents du cycle lumiére/
obscurité (comme dans le cas du travail posté), qui
serait associée a un régime riche en calories et/ou
hyperlipidique, pourrait ainsi accélérer la désynchro-
nisation induite, voire augmenter 'ampleur des per-
turbations métaboliques.

Intérét potentiel d'une préparation de mélato-
nine a libération controlée en chronothérapeu-
tigue du cancer

Bruno Claustrat, Jocelyne Brun

Service d’Hormonologie, Centre de Médecine Nucléaire,
Hospices Civils de Lyon

Des dysfonctionnements circadiens sont associés
au cancer, par exemple une diminution de I'ampli-
tude du rythme activité-repos dans le cancer colo-
rectal métastatique. Les patients présentent en outre
une hétérogénéité inter-individus des rythmes qui
peut contribuer a une diminution de l'efficacité de la
chronothérapeutique qui n’est pas adaptée au chro-
notype de chaque individu.

La mélatonine est une neurohormone qui joue le
réle d’'un synchroniseur endogéne, capable de ren-
forcer certains rythmes ou de maintenir leur relation
de phase. Son point d'impact se situe en particulier
sur I'horloge circadienne. Son administration simul-
tanée pourrait contribuer a renforcer l'efficacité de la
chronothérapeutique.

Cette hypothése n’a pas été vérifiée jusqu’alors, en
raison de I'absence d’'une préparation de mélatonine
a cinétique optimisée. En effet, la mélatonine pré-
sente un turn-over trés rapide, avec un effet de pre-
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mier passage hépatique important, conduisant a une
demi-vie métabolique de I'ordre de 20 a 40 minutes,
lors d’'une administration d’'une préparation orale a
libération immédiate. Une telle préparation qui gé-
nére un pic sanguin important et précoce ne simule
pas le profil de la sécrétion endogéne (qui peut étre
assimilée a une perfusion prolongée sur environ 8h)
et peut méme se révéler néfaste en raison d’un effet
avance de phase consécutif a une administration
vespérale. Par ailleurs, la mélatonine présente des
propriétés anti-oxydantes a concentration physiolo-
gique (valeur d’un pic nocturne, 30 a 100 pg/ml).

Le développement de préparations a libération
controlée s’est révélé intéressant dans des situa-
tions ou une perturbation des rythmes est présente
(exemple du patch transmuqueux oral dans la mi-
graine chez la femme.

L'utilisation d’'une préparation orale a libération im-
médiate et prolongée (Circadin®) peut étre envisa-
gée pour I'optimisation des traitements chronomodu-
Iés pour renforcer la fonction circadienne chez les
cancéreux. Cette préparation dosée a 2 mg génére
des concentrations maximum plasmatiques supra-
physiologiques (environ 1000 pg/ml). Elle s’est révé-
Iée efficace dans I'insomnie primaire (diminution des
éveils nocturnes et amélioration de la vigilance
diurne), chez lesquels elle n’exerce pas d’effet chro-
nobiotique.

Les conditions d’administration dans le cadre de la
chronopharmacologie du cancer doivent étre défi-
nies en tenant compte des interactions médicamen-
teuses potentielles : la mélatonine est métabolisée
essentiellement par Cyp1A2 et Cyp2C19 a un degré
moindre. Par ailleurs son effet anti-radicaux libres
pourrait contribuer a diminuer l'activité de certains
anticancéreux ou au contraire a diminuer leur toxici-
té.

Transforming the non-visual photopigment
melanopsin into a visual photoreceptor

Howard M Cooper, Ludovic Mure, Claude Gron-
fier, Ouria Dkhissi-Benyahya
INSERM U846 Stem Cell and Brain Research Institute,
Department of Chronobiology, Bron France

Within the last few years, significant advances have
been made concerning the non-visual effects of light
on the brain and behaviour. Non-visual light percep-
tion includes synchronization of the circadian clock,
regulation of the sleep wake-cycle, hormone secre-
tion, metabolism, pupillary reflex, masking effects of
light and effects of light on arousal and attention.

It is now generally accepted that both inner retinal
melanopsin ganglion cells and outer retinal cones
are involved in non-visual photoresponses. The con-
tribution of rods still remains obscure, although most
researchers consider that rods may contribute at low

(scotopic) light levels. Three ideas have gained in-
creasing acceptance in the field. The first is that
outer retinal photoreceptors (cones and/or rods) pro-
vide phasic responses at the onset and offset of light
stimulation, but that their contribution is limited dur-
ing sustained light exposure. In contrast, the inner
retinal melanopsin ganglion cells mainly provide
sustained responses to continuous light exposure.
Second, the contributions of the different photore-
ceptor classes depend on their response domains in
terms of spectra, irradiance, and duration?7. Finally,
melanopsin ganglion cells are considered to consti-
tute the unique conduit for transmitting non-visual
responses to brain centers10.

Other key information has also been reported. The
expression of outer retinal photoreceptors may regu-
late the sensitivity and expression of inner retinal
photoreceptors, and vice-versa, implying interac-
tions between visual and non-visual networks in the
retina. Melanopsin has recently been found to ex-
hibit a photon capture efficiency greater that that of
rods. Yet, the overall luminous sensitivity of the
melanopsin system is low due to the small amount
of the photopigment in the retina. Finally, it has re-
cently been shown that the presence of melanopsin
ganglion cells is required not only for circadian syn-
chronization, but also for regulation of the sleep-
wake cycle. Previously, it was thought that photic
information from rods and cones attained brain
sleep centers via melanopsin and non-melanopsin
ganglion cells.

Due to its bistable nature and ability to function
autonomously in the absence of the retinal pigment
epithelium, melanopsin has recently been proposed
in cell therapy approaches aimed to restore defec-

tive vision in the blind.
Support: FP6-EUCLOCK, Rhéne Alpes Cible, Emergence

T T O
400 450
Dowling, 1987

Désordres métaboligues et systéme circadien

Franck Delaunay, Fabienne Guillaumond, Aline
Gréchez-Cassiau et Michéle Teboul

Laboratoire de Biologie et Physiopathologie des Systémes
Intégrés, Université de Nice-Sophia-Antipolis, CNRS
FRE3094, Nice F-06108, France

L’incidence de I'obésité et des désordres métaboli-
ques associés tels que le diabéte de type Il et les
maladies cardiovasculaires atteint des proportions
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épidémiques a I'échelle de la population mondiale.
Les projections récentes de I'organisation mondiale
de la santé prévoient qu’en 2015, plus de 2 milliards
de personnes seront en surpoids, 700 millions se-
ront obéses et que la mortalité due au diabéte aug-
mentera de 80 % d'’ici la. La progression ininterrom-
pue de ces chiffres alarmants malgré des progres
considérables réalisés ces dernieres années dans la
compréhension des mécanismes régulant 'homéos-
tasie métabolique suggére que certains facteurs res-
tent a identifier. Depuis quelques années, un fais-
ceau de résultats épidémiologiques et expérimen-
taux suggére qu’il existe des liens étroits entre le
systéme circadien et le métabolisme. Ainsi par
exemple le travail de nuit qui perturbe le systéeme
circadien a été associé a des altérations de diffé-
rents parameétres du syndrome métabolique. Chez la
souris, la destruction génétique de I'horloge se tra-
duit par des altérations métaboliques et un phéno-
type ressemblant au syndrome métabolique chez
'homme. A l'inverse l'alimentation de souris avec un
régime hyperlipidique perturbe leur physiologie cir-
cadienne. A I'heure actuelle les mécanismes précis
qui relient les génes horloge au métabolisme restent
a élucider. Nous avons récemment identifié un régu-
lateur transcriptionnel de la famille Kriippel Like Fac-
tors, KLF10 dont le role serait de réaliser un lien mo-
léculaire entre les génes de I'horloge et certaines
voies métaboliques dans le foie. Une revue de ces
différents travaux sera présentée.

Organisation circadienne des mécanismes de la
chronopharmacologie de lirinotécan, un inhibi-
teur de TOP1, dans des cultures cellulaires de
cancer coligue synchronisées.

Dulong Sandrine'?, Ballesta Annabelle’*, Co-
hen Boris"?, Clairambault Jean'>, Levi Fran-
: 1,24
ciIs .
"INSERM, U776 « Rythmes biologiques et Cancers »,
Hépital Paul Brousse, Villejuif
2 Université Paris Sud X1, Orsay
3 INRIA-Rocquencourt
4 AP-HP, Hépital Paul Brousse, Villejuif

Les traitements anticancéreux présentent une toxici-
té et une efficacité qui varient selon I'heure d’admi-
nistration et de la dose du médicament (Levi F. et
Schibler U., 2007, Claudel T. et al., 2007). L’'une des
cibles principales de toxicité de la chimiothérapie est
la muqueuse digestive, dont I'atteinte provoque des
nausées, des vomissements et/ou de la diarrhée.

La régulation circadienne de I'expression géni-
que et protéique a été montrée au niveau des
cellules épithéliales du tube digestif et plus par-
ticulierement du colon (Sladek M. et al., 2007).
L’irinotécan est un médicament anticancéreux
qui inhibe la topoisomérase | (TOP1) et est actif
chez les patients atteints de cancer colorectal. Il

I
est cependant toxique pour la muqueuse intes-
tinale. La chronopharmacologie de ce meédica-
ment a été démontrée chez la Souris (Ohdo et
al., 1997; Filipski E et al., 2004).

Dans le but de préciser les relations entre chrono-
pharmacocinétique et chronopharmaco-dynamie de
l'irinotécan au niveau cellulaire, nous synchronisons
pendant > 48 h par choc sérique des cultures de
cellules épithéliales de cancer colique Caco-2. Ce
modéle nous conduit a étudier I'organisation circa-
dienne des mécanismes d’action de l'irinotécan a
I'échelle cellulaire. Les rythmes d’expression des
génes et/ou des protéines intervenant dans le méta-
bolisme de lirinotécan ou dans sa cytotoxicité sont
mis en évidence pour le géne horloge Rev-erba, les
génes du métabolisme CES, UGT1A1 et le géne de
'enzyme cible TOP1.

L’exposition des cellules synchronisées a l'irinotécan
et la mesure des variations du meédicament et de
son métabolite actif, le SN-38 préciseront la fonc-
tionnalité de ces rythmes d’expression et leurs modi-
fications éventuelles par le traitement. D’autre part,
les paramétres PK-PD et leurs contrles par I'hor-
loge circadienne conduiront a la modélisation des
schémas chronothérapeutiques, étape initiale vers
une personnalisation de la chronothérapeutique par
irinotécan.
Travail soutenu par une convention INSERM-INRIA et par I'Union
Européenne dans le cadre du STREP TEMPO (LSHG-CT-
2006-037543-Temporal Genomics for Tailored Chronothera-
peutics)
Bibliographie :
Claudel T. et al., FEBS Letters 2007, 581 : 3626-33
Filipski E. et al., 2004, Chronobiol Int. 2004 Jul;21(4-5):613-30.
Levi F., Schibler U., Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2007, 47 : 593-
628
Ohdo et al., J Pharmacol Exp Ther. 1997 Dec;283(3):1383-8.
Sladek M. et al., Gastroenterology 2007, 133 : 1240-9

Effet du seliciclib, un inhibiteur de kinases cy-
cline-dépendantes, sur I'horloge circadienne
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Elisabeth Filipski'?, Ida lurisci "%, Jacques
Beau "2, Claire Delehouzé *, Laurent Meijer *,
Francis Lévi"**
TINSERM, U778, Hépital Paul Brousse, Villejuif, F-94807
2Univ. Paris-Sud, UMR S0776, Orsay, F-91405
3AP-HP, Unité de Chronothérapie, Hépital Paul Brousse,
Villejuif, F-94807

“C.N.R.S., USR3151, Station Biologique, 29680 Roscoff,
France

Introduction. Le seliciclib (R-roscovitine) inhibe les
kinases cycline-dépendantes (CDKs), par compéti-
tion avec I'ATP. Le blocage des CDKs conduit a un
arrét du cycle cellulaire et a I'induction de I'apop-
tose. L’efficacité anticancéreuse du seliciclib est en
cours d’investigation clinique. Chez la souris, le seli-
ciclib inhibe la croissance de l'ostéosarcome de
Glasgow, tumeur sans expression circadienne des
génes de I'horloge circadienne Rev-erba, Per2 et
Bmall. Administré a ZT3, heure de meilleure efficacité
antitumorale, le seliciclib induit I'horloge circadienne
tumorale, ce qui n'est pas le cas a ZT19, heure de
moindre efficacité (1). Il existe une synergie antican-
céreuse entre inhibition du cycle cellulaire et induc-
tion de I'horloge tumorale par le seliciclib.

Objectif. Dans une perspective chronothérapeuti-
que, nous étudions les effets du seliciclib, selon
’heure d’administration, sur deux composants du
systéme circadien de I'héte : les rythmes d’activité et
de température, biomarqueurs des noyaux supra-
chiasmatiques (Etude ) et 'horloge moléculaire du
foie (Etude Il). Dans I'Etude |, nous examinons aussi
les effets du seliciclib en fonction de la souche de
souris et du sexe des animaux.

Méthodes. Etude | : un capteur télémétrique de
température et d’activité est implanté dans la cavité
péritonéale de 96 souris & et @ B6D2F1 et
B6CBAF1, synchronisés par LD 12:12, puis mis en
obscurité continue (DD). Aprés 1 semaine en DD,
les souris regoivent une dose unique équitoxique de
600 mg/kg (B6D2F1) ou 900 mg/kg (B6CBAF1) p.o.
a l'un de 6 stades circadiens (CT3, 7, 11, 15, 19 ou
23). Les analyses spectrales définissent la période
endogéne 1 (h) et I'acrophase du rythme thermique
de chaque souris pendant la semaine (S0) qui pré-
céde l'administration de seliciclib et pendant la se-
maine (S1) débutant 2 j aprés celle-ci. Les paramé-
tres individuels (variations de période et d’acro-
phase, en rd) sont comparés par ANOVA. Etude Il :
64 souris & B6D2F1 porteuses d’OSG et synchroni-
sées par LD 12:12 sont traitées par seliciclib (300
mg/kg po x 5 j) @ ZT3 ou ZT19. Aprés 1 jen DD, le
foie est prélevé chaque 6 h pour préciser les profils
circadiens d’expression des ARNm de Rev-erba,
Per2 et Bmall et Wee1 par RT-qgPCR.

Résultats. Etude l. Avant seliciclib, la t endogéne
de la température varie de 23.2 h chez 4B6D2F1 a
23.5 h chez YB6CBAF1 (p= 0.016). Le seliciclib al-
|

longe T de 0.35 h chez 3B6D2F1 et raccourcit T de
0.08 h chez 9@ B6D2F1 (souche*sexe, p=0.002),
indépendamment de I'heure d’administration (p=
0.076). Le seliciclib provoque un retard de phase
moindre a ZT3 (0.73 rd) qu'a ZT7 (1.5 rd) ou ZT23
(1.68) (p = 0.05). Le retard de phase moyen est plus
prononcé chez §B6D2F1 (1.2 + 0.1 rd) que chez
&dB6CBAF1 (0.5+ 0.07 rd) (souche*sexe, p = 0.001).
Etude Il. Le seliciclib abolit les rythmes des ARNm
de Rev-erba, Per2 et Bmall dans le foie des souris
traités a ZT3. Ces rythmes sont amortis aprés traite-
ment a ZT19.

Conclusions: Le seliciclib modifie la période et/ou
la phase de la coordination circadienne et des horlo-
ges moléculaires des tissus périphériques. Cet effet
pourrait provenir soit de I'interaction directe du seli-
ciclib avec la caséine kinase 1/0 (1) et d’autres cibles
enzymatiques, en cours d’identification ou de I'inhi-
bition transitoire de la traduction liée a l'inhibition de
CDK?7 et CDKO9. Le systéme circadien constitue une

cible thérapeutique du seliciclib.
lurisci et al. Cancer Res 2006, 66 :10720-8; Chronobiology Int, révi-
sion soumise.
Projet financé par I'Union Européenne (STREP TEMPO, contrat
LSHG-CT-2006-037543) et par I' ARTBC Internationale, Hopital
Paul Brousse, Villejuif, France. Le seliciclib a été gracieusement
fourni par Cyclacel Pharmaceuticals (Dundee, UK).

Phase I - IT study to assess the feasibility
and activity of the triple combination of 5-FU/
IV - Carboplatin - CPT-11 administered by
chronomodulated infusion for the treatment of
advanced colorectal cancer - CPT-BE1-603,
Final report of an investigator sponsored study

C. Focan, F. Kreutz, MP.Graas, L. Longrée, G.
Demolin, D. Focan-Henrard, N. Moeneclaey,

CHC - Clinique Saint-Joseph, Rue de Hesbaye 75 — 4000
LIEGE

We report the final results of a phase I-Il study as-
sessing the feasibility of chemotherapy associating 5
FU, folinic acid, carboplatin, chronotherapy given 4
days every 2 weeks with CPT11 of 1% or second line
therapy of metastatic colorectal cancer.

MATERIAL & METHODS

Patients aged over 18 years suffering from an his-
tologically confirmed and measurable colorectal
adenocarcinoma, metastatic or in locoregional re-
lapse, were eligible for the study.

This was a first or second line treatment for ad-
vanced disease; patients having finished their adju-
vant treatment less than 6 months ago could also be
eligible. On the contrary, no previous CPT 11 ad-
ministration was accepted.

After having given their informed consent, patients
received every 2 weeks the following treatment :

At day 1 : CPT 11 in chronomodulated infusion from
2 to 8 am (peak at 5 am).
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At days 2-5 : an associative infusional chronother-
apy with 5 FU (700 mg/m? per day) and FOL (300
mg/m?/day — racemic form or 150 mg/m?*day — I-
form) infused from 10 pm to 10 am (peak at 4 am)
and carboplatin (40 mg/m?/day) infused from 10 am
to 10 pm (peak at 4 pm).

In the phase | part of the study, 3 cohorts of patients,
based on CPT11 doses, were foreseen (cohort 1 :
120 mg/m?; cohort 2 : 160 mg/m? and cohort 3 : 180
mg/m?). According to recommendations for phase |
studies, a minimum of 3 to 4 cases per cohort was
required. In case of absence of significant DLT
(dose limiting toxicity) event (grade 4 haematological
or any grade % non haematological toxicity) during
the first 2 courses, the next patients could be treated
at the superior level. If the 3™ level could be ob-
tained with significant tumoral activity (>= 50 % re-
sponse rate) , then the study could be pursued as a
phase Il trial up to 25 evaluable cases.

RESULTS

Patients characteristics :

Thirty-six patients were entered in the trial, 11 cases
were treated in the phase | (4 in cohort 1 and 2; 3 in
cohort 3) and the others in the phase II.

We must point out that 6 patients had previously
been operated for their metastatic relapse. Also 19
patients had already received a first line palliative
chemotherapy (18 chronotherapy) while 25 cases
had received a platinum based chemotherapy (either
LOHP : 18; carbo : 6 or cisplatin : 1).

Phase l :

Cohort 1 : Four patients were treated in cohort 1. No
DLT was observed. Patients received respectively 7
and 3 times 12 courses; 3 partial and 1 complete
response were recorded.

Cohort 2 : Four patients received 9, 4, 8 and 4
courses and experienced 3 partial responses and 1
no change. A punctual grade 4 granulocyte toxicity
was observed; it was not complicated and super-
vened in a patient previously treated with car-
boplatin; 8 courses could be finally delivered to this
patient.

Cohort 3 : Three patients received 2, 24 and 16
courses with no DLT; also here 2 PR and 1 no
change were recorded. These 3 patients were in-
cluded in the general analysis at the CPT11 180 mg/
m? level (thus 3 patients in phase 1 and 25 cases in
phase ).

Phase ll :

Twenty-five cases could be treated in this part of the
trial.

Toxicity :
The overall toxicity was remarkably low leading to

[
only 11-13 % dose-reductions; dose delay were
more common (40 % ) related to grade 2 toxicity,
compliance of patients, asthenia,...

A gender effect was searched for according to re-
cent data in some chronotherapy ftrials : effectively,
some more skin toxicity and diarrhoea were ob-
served in women (p < 0.001). However, these
events didn’t lead, at the group level, to significant
adaptations of chemotherapy.

Tumoral outcome :

Responses :

Two CR, 18 PR, and 3 NC were recorded. Thus, for
the whole trial (phases | and Il) 3 CR, 26 PR, and 5
NC were observed leading to a 81 % overall re-
sponse rate and to a 94 % disease control. Re-
sponse rate was a little bit higher in men (25 cases)
than in women (11 cases) (CR/PR/NC : men 2/19/31
versus women 1/7/2).

Survivals :

Median progression free (PFS) and overall (OAS)
survival for the whole group were respectively 8.8
and 15.6 months.

Patients treated in first line treatment had higher
chances of survival then those treated in second line
(PFS 1% line 9.5 m vs 7.5 m for 2" line — p ; 0.02,
OAS : 40.4 m versus 13.8 m; p : 0.10). Fifty-three %
of patients treated in 1% line had a prolonged sur-
vival over 2-3 years. Survivals seemed also to be
influenced by the number of metastatic site (1 vs >
1) and the sex of patients (trend to longer PFS &
OAS in men). Seven patients (19 %) could be reop-
erated from their residual lesions after the current
protocol (5 times hepatectomy; 1 pulmonary metas-
tasectomy; 1 abdominal surgery).

DISCUSSION — COMMENTS

We confirm in this end-report preliminary data on the
feasibility of a quadri-chronotherapy association with
5 FU-FOL carbo and CPT11 for 1% or 2™ line treat-
ment of metastatic colorectal cancer.

Not only we confirm our previously results but we
reinforce our conclusions concerning :

1- The exceptional tolerance of the quadrichrono-
therapy; also the observed toxicity is far less inferior
to that observed either with a traditional FOLFOX, a
chronomodulated FOLFOX or with a quadritherapy
FOLFOXIRI. In fact, patients didn’t suffer from
mucitis, Gl tract disturbances or peripheral neuropa-
thy.

2- An excellent tumoral activity with over 70 % re-
sponse rate and prolonged survivals, peculiarly in
patients treated in first-line (> 50 % of them are alive
at 2+ years).
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Of course, all those results would merit prospective
evaluation versus :

1- More traditional “called” standard therapies (ie
FOLFOX, FOLFIRI or even FFCarbo).

2- The addition of biological therapies against EGFR
(cetuximab, panitunumab; others,...) or angiogene-
sis (bevacizumab; others,...).

Chrono FOLFOX administré en 2 jours foutes
les 2 semaines pour le traitement des cancers
colorectaux. L'expérience du CHC - Liége
(Belgium)

C. Focan, G. Demolin, M.P. Graas, L. Longrée,
G. Matus, F. Kreutz, N. Moeneclaey, I. Mancini, D.
Focan-Henrard

CHC - Clinique Saint-Joseph-Liege — Belgium
Introduction :

La chimiothérapie infusionnelle « standard »
(FOLFOX associant 5 FU, acide folinique et oxali-
platine) proposée pour le traitement du cancer colo-
rectal est habituellement administrée en 48 heures
au rythme d'une cure toutes les 2 semaines. Les
protocoles équivalents étudiés en chronothérapie
administrent la méme chimiothérapie a la méme
fréquence mais en 4 jours (chrono-FLO 4), et ce au
prix de toxicités différentes : plus de toxicité hémato-
logique pour le FOLFOX standard et plus de toxicité
de type diarrhée, mucite et cutanée pour le chrono-
FLO 4 (référence : Giacchetti et al, JCO 2006, vol
24, 3562-9).

Dés lors, nous avons proposé a nos patients de re-
cevoir une chronothérapie de type FOLFOX mais
donnée en 2 jours toutes les 2 semaines.

Matériel et méthodes :

110 patients consécutifs et non sélectionnés ont
recu le protocole a titre post-opératoire (adjuvant :
60 cas) ou a titre palliatif (50 cas).

Les caractéristiques des sujets étaient les suivan-
tes : age median : 63,7 (46,6-82,7) ; sex- ratio M/F :
65/55 ; colon/rectum : 82/27 ; Dukes C/D : 51/50 ;
N1/2 : 46/29 ; métastases synchrones : 45). Res-
pectivement 13 et 11 cas avaient déja regu une chi-
miothérapie adjuvante ou palliative ; 5 cas avaient
recu du CPT11 et 12 cas un dérivé de platine (dont
10 fois de l'oxaliplatine). Une médiane de 10 cures
(adjuvant ; 12 ; palliatif : 8 - range : 2-14) a été admi-
nistrée .

Le protocole comportait du 5 FU a la dose de 2800-
3000 mg/m? réparti en 2 jours par infusion chrono-
modulée de 22 h a 10 h du matin ; de I'acide folini-
que (300 mg/m? - forme levogyre ou 600 mg/m? -
forme racémique ou sodique) administré au méme
moment et de l'oxaliplatine 85 mg/m? (traitement
adjuvant) ou 100 mg/m? (traitement palliatif) réparti
en 2 jours et infusé en mode chronomodulé de 10 h
|

a22h.
Résultats :
1- Toxicité :

L’analyse a pu étre menée sur 597 cures adjuvantes
et 384 cures palliatives. La tolérance s’est avérée
excellente, se soldant par des adaptations thérapeu-
tiques dans seulement <= 3 % des cures. L’adminis-
tration chronomodulée s’est avérée moins toxique
que le méme programme thérapeutique non chrono-
modulé au niveau des globules blancs et des granu-
leux (p< 0,001), de la mucite (p 0,022), de la diarr-
hée (p 0,057) et de la neurotoxicité (p < 0,0001).

Les mémes toxicités ont aussi été plus marquées
chez les femmes (p < 0,001) qui présentaient aussi
davantage d’anémie (gr 1-2 ; p < 0,001). Par contre,
la dose d’oxaliplatine n’a pas influé sur la toxicité !

Les reports de cures furent plus fréquents chez les
patients plus agés (< 70 : 8,2 % versus >= 70 :
14,4 ; p = 0,006), qui ont aussi présenté plus régu-
lierement de 'anémie (Hb grade 1+2 : <70 : 24,3 %
vs >=70:38,6 % - p <0,001).

La toxicité maximale (grade 3+4) par patient fut ren-
contrée dans moins de 17,1 % des cas (granuleux :
17,1 % ; leucocytes 11,3 ; plaquettes 9,4 %, diarr-
hée 0,8 %, mucite 1,9 %, neurotoxicité 7,5 % );
néanmoins, les adaptations thérapeutiques furent
effectuées dans 50 % des cas en raison le plus sou-
vent de toxicités mineures, ou d’asthénie...

2- Evolution tumorale :

- Traitement adjuvant : la survie sans récidive s’est
établie a 76 % jusqu’a 40+ mois ; la survie globale
pour la méme période fut de 88 %. Aucune diffé-
rence significative n’est apparue en fonction de I'dge
des patients (< 70 ; >= 70).

- Traitement palliatif : un taux de 52 % de réponses
majeures (3 CR, 23 PR) a été objectivé avec un
taux de contréle tumoral de 68 %. Quinze patients
(30 %) ont pu bénéficier d’'une résection a visée
curative de leurs lésions résiduelles aprés la chimio-
thérapie d’induction. La survie sans progression fut
de 7 mois, tandis que 50 % des patients survivaient
entre 31 et 42 mois. Aucune différence ne fut notée
selon le sexe. Ici, les patients agés ont eu une sur-
vie plus courte (< 70 : 65 % en vie de 29,7 a 39,5 +
mois ; >= 70 : médiane 13,9 % m ; p <0,01).

Discussion-Conclusions :

Notre protocole chrono FOLFOX donné en 2 jours
toutes les 2 semaines s’est avéré non seulement
mieux toléré que le méme schéma délivré en 4 jours
(chrono-FFL4) mais aussi beaucoup mieux toléré
que le standard de référence (FOLFOX non chrono).

Par ailleurs, les résultats en terme d’évolution tumo-
rale sont excellents et ce, sans ajout de thérapie
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ciblée.

Nous concluons donc que vu son index thérapeuti-
que amélioré, le chrono FOLFOX-2-12 peut étre pro-
posé comme un standard de référence.

Evaluation des rythmes biologiques chez les pa-
tients cancéreux dgés. Une recherche transla-
tionnelle complémentaire dans le cadre du pro-
Jet pilote trans-hospitalier donco-gériatrie
développé au CHC - Liége.

C. Focan, Th. Guillaume
CHC - Clinique Saint-Joseph-Liége — Belgium

Soutenus par le plan Cancer Belge, nous dévelop-
pons un projet pilote trans-hospitalier d’oncogériatrie
impliquant les acteurs médicaux (staff d’oncologie,
de gériatrie et des sous spécialités) et paramédicaux
(infirmiéres, kinésithérapeutes, ergothérapeutes,
diététiciens, travailleurs sociaux, psychologues,...)
concernes.

300 patients consécutifs, agés de plus de 70 ans se
présentant avec un cancer, seront recrutés et béné-
ficieront d’'une évaluation détaillée gériatrique
(CGA : comprehensive geriatric assessment) et on-
cologique (COA : comprehensive oncological as-
sessment). Le rOle pivotal d’'une infirmiére de coordi-
nation apparait évident. Elle coordonnera aussi la
concertation multidisciplinaire qui définira pour cha-
que patient un plan de traitement individualisé te-
nant compte des CGA et COA, des co-morbidités,
des index prédictifs de toxicité (MAX 2) et veillera a
'encodage précis des données en collaboration
avec I'équipe du data-management.

Une recherche translationnelle complémentaire in-

clura pour ces patients une évaluation simple de leur
rythmicité circadienne par la titration du cortisol a 8 h
et 16 h et un enregistrement du rythme d’activité-
repos durant 3 a 7 jours par actimétrie.

D’autres étapes du programme prévoient d’étudier
linfluence sur ces rythmes de programme de revali-
dation (exercices physiques ; tai-chi ; yoga) et de
resynchronisation (mélatonine, bright light,...).

Sensibilité du systéme circadien et des fonc-

|
tions non-visuelles a la lumiére

Claude Gronfier

INSERM U846, Stem Cell and Brain Research Institute,
Department of Chronobiology, Bron, France

On sait depuis les années 80 que la lumiere permet
la synchronisation du systéme circadien chez
’'Homme, pourtant, les voies anatomiques et les mé-
canismes impliqués sont encore I'objet d’études.

Il est bien établi que des conditions lumineuses
adaptées sont nécessaires a la bonne synchronisa-
tion de I'horloge circadienne aux 24h. Dans des
conditions inappropriées, pathologiques
(neurodégénérescences rétiniennes, etc.) ou non-
pathologiques (travail posté, jet-lag), on observe un
déficit de la synchronisation de I'horloge, qui se tra-
duit par une altération de nombreuses fonctions phy-
siologiques (hormones, température centrale, sys-
téme cardiovasculaire, systéeme immunologique), la
dégradation de processus neurocognitifs
(performances cognitives, mémoire) et la perturba-
tion du sommeil et de la vigilance.

Les données récentes montrent que, outre le sys-
teme circadien, un grand nombre de fonctions phy-
siologiques peuvent étre stimulées par la lumiére et
que ses effets dépendent de plusieurs parameétres
quantitatifs et qualitatifs (intensité lumineuse, durée,
heure d’exposition, spectre lumineux). Il était admis
jusqu’au début des années 2000 que les cdnes et
batonnets de la rétine externe étaient les seuls pho-
torécepteurs responsables de la transduction de
linformation lumineuse vers. On sait depuis peu
qgu’un photorécepteur d’'un type tres différent est im-
pliqué et qu’il projette vers un ensemble de structu-
res cérébrales engagées dans des fonctions non-
visuelles (horloge, sommeil, vigilance, cognition,
température, reflexe pupillaire, etc.). Ces fonctions
sont directement stimulées ou inhibées par la lu-
miere.
L’'objectif de la présentation sera de faire un état des
connaissances sur la régulation photique du sys-
téme circadien et des autres voies non-visuelles, les
utilisations actuelles de la lumiére en clinique et les
pistes envisagées.

Valeur prédictive du rythme dactivité-repos
pour la toxicité et l'efficacité de la chronothé-
rapie chez des patients cancéreux non inclus
dans un essai clinigue

A. Karaboue'?, A. Parganiha”?*, P. Innomina-
to"%* I. lurisci"? A. Poncet"?, T. Moreau®, S.
Giacchetti "**, M. Bouchahda"?**, R. Adam"**
and F. Lévi"** pour le Groupe de Chronothérapie
de 'ARTBC.

"INSERM, U776 « Rythmes biologiques et Cancers »,

Hépital Paul Brousse, 14-16 avenue Paul Vaillant Coutu-
rier, 94804-Villejuif (France)
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2Université Paris Sud, SO776, Orsay (France)
3School of Life Sciences, Pt. Ravishankar Shukla Univer-
sity, Raipur- 492010, India
*Assistance Publique-hépitaux de Paris, Département de
Cancérologie et Centre Hépato-biliaire, Hépital Paul
Brousse, 14-16 avenue Paul Vaillant Couturier, 94804-
Villejuif (France)
*INSERM U780, Recherche en Epidemiologie et Biostatis-
tique, Villejuif F 94807, France

Introduction : Le systéme circadien controle les
rythmes d’activité-repos, de veille- sommeil, de prise
alimentaire, et de sécrétion du cortisol. L’étude des
perturbations du systéme circadien a mis en évi-
dence son réle dans plusieurs maladies, en particu-
lier dans le cancer. Dans deux études précédentes,
nous avons montré que le rythme d’activité-repos
était un facteur pronostique de survie, indépendant
des facteurs cliniques connus, chez des patients
atteint de cancer colorectal métastatique enregistrés
dans un essai clinique (Mormont et al., 2000 ; Inno-
minato et al. soumis). Ces deux bases de données
ont été vérifiées, actualisées et fusionnées, en vue
d’'une méta-analyse. L’objectif de cette étude est de
valider les relations établies entre rythme d’activité-
repos et survie dans une troisieme série de patients
non inclus dans un essai clinique et traités par chro-
nothérapie. Nous examinons aussi la valeur prédic-
tive de ce rythme pour la toxicité et la réponse tumo-
rale.

Patients et méthode : Nous avons collecté les don-
nées de tous les patients traités par chronothérapie
a I’Hépital Paul Brousse et non inclus dans un essai
clinique, pour lesquels le rythme d’activité- repos a
été enregistré a laide d'un actomeétres (Mini-
Motionlogger, Actigraph, Ambulatory Monitoring Inc.,
Ardsley, New York, Etats-Unis). Deux parameétres
actigraphiques (I<O et r24) précédemment validés
ont été calculés pour exprimer le modele circadien
individuel de chaque patient : r24, évaluant la repro-
ductibilité du profil d'activité de 24 heures, et 1<O,
mesurant la différence relative d’activité entre le jour
et la nuit. Des analyses uni et multivariées ont été
effectuées pour déterminer le rapport entre les para-
métres du rythme circadien d’activité- repos et les
caractéristiques et résultats cliniques enregistrés.

Résultats : Les données d’actimétrie concernent
117 patients atteints de cancer (colon n=54 ; rectum
n=33 ; foie n=3 ; pancréas n=7 ; poumon n= 6;
ovaire n= 2; sein n= 3; estomac n = 3 ; prostate n
=1 ; cesophage n= 2; intestin gréle n= 1, inconnu
n=2), d'age médian = 56 ans [20-83], dont 78 hom-
mes et 39 femmes. 34% avaient plus de 2 sites mé-
tastatiques. Une relation statistiquement significative
est mise en évidence entre I<O et la toxicité du pre-
mier cycle de chronothérapie pour ['anorexie
(p=0.0001), la fatigue (p=0.007) et Ilanémie
(p=0.003). Il existe une relation significative avec la

réponse tumorale (p= 0.014), ainsi que la survie
sans progression et la survie globale (p <0.0001).
Conclusion L’évaluation du rythme d’activité-
repos des patients cancéreux permet de prévoir la
toxicité du traitement, son efficacité antitumorale
ainsi que la survie sans progression et la survie glo-
bale, chez des patients chez qui a été posée une
indication de chronothérapie. La fusion des bases
de données et leur méta-analyse permettra la
consolidation des résultats obtenus séparément
dans chaque série, dans la perspective d’'une per-
sonnalisation de la chronothérapeutique fondée sur

un bilan du systéme circadien de chaque patient.
Travail soutenu par I'Association pour la Recherche sur le Temps
Biologique et la Chronothérapie (ARTBC Internationale, Hopital
Paul Brousse, Villejuif, France)

Sleep and Thermoregulation regulation. How
interact the two systems ?

Kurt Krdauchi

thermophysiological Chronobiology, Centre for Chronobi-
ology, Psychiatric University Clinics, CH-4025 Basel, Swit-
zerland

Sleep is typically initiated on the declining portion of
the circadian rhythm of core body temperature
(CBT) when its rate of change, and body heat loss,
is maximal. The circadian regulation of heat loss in
the evening, via distal skin regions, is intimately as-
sociated with sleepiness and the ease to fall asleep,
whereas the homeostatic increase in sleep pressure
does not influence the thermoregulatory system.
The rise in heat loss and reduction in heat produc-
tion during lying down and relaxing behavior before
sleep is hypothesized to be part of the role of sleep
as a mechanism for energy conservation and may
be a remnant of our evolutionary past.

Thermoregulatory changes before and after lights off
show clearly that they start before stage 2 sleep be-
gins. After sleep initiation non-rapid-eye-movement-
sleep (NREMS) to REMS cycle fluctuations seem to

have minor thermoregulatory functions, especially in
humans. In contrast, accumulation of sleep pressure
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with increasing time awake, increases subjective
sleepiness and SWA during the succeeding recov-
ery night, but does not influence the thermoregula-
tory system. Taken together, the circadian modula-
tion of sleepiness and sleep induction is clearly as-
sociated with thermoregulatory changes, but the
thermoregulatory system seems to be independent
of the sleepiness/sleep regulatory system.

A simplified model is presented which attempts to
explain the relationship between these two systems.
It is based on the main hypothesis that all thermo-
regulatory effects which lead to an increase of the
thermophysiological shell with respect to the core
lead to increased sleepiness and, as a conse-
quence, to increased sleep propensity. However, the
sleepiness/sleep regulatory system feeds back onto
the thermoregulatory system only indirectly via
sleep-related behaviors (e.g. relaxation, lying down).

This conceptual frame represents the background of
our actual work. For example, women with vascular
dysregulation (main symptom: cold hands and feet)
exhibit a phase delay of the thermoregulatory sys-
tem with respect to their habitual sleep-wake cycle
leading to cold extremities in the evening before
lights off and prolonged sleep onset latency.

Chrono-pharmacocinétigue du CPT-11 dans le
traitement des cancers colorectaux métastati-
gues : intérét de l'analyse des quantités rési-
auelles

Fabrice Kwiatkowski

Unité de recherche clinique, Centre Jean Perrin, 58 rue
Montalembert, 63011 Clermont-Ferrand Cedex, France

Problématique : Dans le cadre d’'une étude sur le
5-FU chez les MCC, nous avons mis au point grace
a l'analyse des cinétiques des concentrations san-
guines, un indicateur de réponse métabolique pré-
dictif de la réponse au traitement et des toxicités. Le
mode de calcul d’un tel indicateur est-il reproductible
dans le cas d’'un médicament a 3 compartiments
comme le CPT-11 ? Si oui, conserve-t-il sont inté-
rét ?

Méthodologie et résultats : Entre 1998 et 2000,
dans le cadre d’un essai prospectif testant |'efficacité
de I'lrinotecan (CPT-11) selon deux modes de perfu-
sion (chronomodulé (chrono) a 21 heures pendant 6
heures versus continu (flat) entre 8 et 9 heures pen-
dant une heure), 36 patients atteints d’'un cancer
colorectal métastatique en seconde ligne ou plus
sont randomisés. Treize prélevements sanguins en-
tre hO et h0+40 sont effectués par patient pour sui-
vre la cinétique du CPT-11 et de son métabolite le
SN-38. Vingt-cing cinétiques sont correctement do-
cumentées (13 en chrono et 12 en flat).

Les quantités théoriques de CPT-11 circulant dans
le sang sont estimées comme indiqué dans l'article

I
de 1999, a l'aide d’itérations par minute de perfu-
sion. Quelques difficultés de calculs se rajoutent du
fait de la présence de 3 compartiments théoriques
(12mn, 2h30 et 14h00 (AFSSAPS, 2006)) lors de la
métabolisation du CPT-11. En particulier, a I'ana-
lyse, on constate que la totalité de chaque comparti-
ment semble ne pas passer dans le compartiment
suivant. Une régression linéaire multiple est utilisée
pour calculer des « coefficients de passage » d'un
compartiment a un autre.

Les simulations montrent que l'adjonction de ces
« coefficients de passage » n’est pas assimilable a
une diminution de la demi-vie. Un réduction de
demi-vie décale vers la gauche ('axe des Y) les
courbes des concentrations attendues tandis que
'application d’'un coefficient de passage abaisse
simplement la courbe.

Une différence importante distingue les coefficients
de passage vers le 2éme compartiment. Tandis
qu'en chrono, 43 % a 46 % passent dans le compar-
timent 2, seulement 28 % a 30 % passent en flat. On
peut émettre I'hypothése que la chronomodulation
du CPT-11 altére son métabolisme. Cela est sans
doute une des explications a la moindre toxicité ob-
servée dans le bras chrono. Il est envisageable aus-
si, au vu de la figure 1-bis, que la chronomodulation
favorise la transformation du CPT-11 en SN-38 alors
que la perfusion en flat favoriserait un autre type de
meétabolisation, et cela simplement en changeant les
caractéristiques des compartiments.

Le 3éme compartiment semble pouvoir étre ignoré
dans notre analyse car il n’induit pas une meilleure
estimation des concentrations mesurées dans le
sang. En outre le coefficient de passage dans le
3éme compartiment était négatif dans le bras flat.

L'approximation en flat est moins performante qu'en
chrono : le coefficient de corrélation (respectivement
0.76 et 0.93) est inférieur mais aussi I'ordonnée a
l'origine est trés supérieure a 0 en flat (b ~ 880).

Estimations des parameétres pharmacocinétiques du
SN-38 :

L’élimination du SN-38 est censée étre bi-phasique
avec une demi-vie moyenne terminale de 12 heures.
Avec cette hypothése bi-phasique et les données
récoltées, il est possible de préciser les demi-vies
par approximations. On obtient alors une élimination
du SN-38 dont les demi-vies sont 60 minutes et 14
heures dans le bras chronomodulé mais seulement
20 minutes et 14 heures dans le bras flat (coefficient
de passage identique a 10%). Ceci résulte peut-étre
des grandes variabilités inter-individuelles décrites a
propos du SN-38. Toutefois, cela pourrait &tre impu-
té au schéma de perfusion peut-étre capable d’alté-
rer le métabolisme du SN-38 comme on I'a suggéré
ci-dessus.
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Une autre modélisation, plus simple, est possible :
c’est celle des concentrations moyennes dans cha-
que bras en fonction du temps grace a une régres-
sion polynomiale. Ceci permet de comparer les pa-
tients qui éliminent et/ou métabolisent le SN-38 dif-
féremment relativement a la moyenne de leur
groupe. L’aspect pronostique variable de cet indice
quant a la survie et aux toxicités pose probléme.

Conclusion : L'intérét de l'indicateur « rapport des
concentrations mesurées sur estimées » du CPT-11
n‘apparait pas de fagon indiscutable. Son calcul est
plus difficile que celui du 5-FU, et il pose des problé-
mes théoriques. Il permet partiellement de distinguer
dans le bras chrono les patients qui vont progresser
et ceux qui risquent plus les toxicités. L’élimination
du CPT-11 apparait plus rapide chez ces patients,
ce qui induit probablement une biodisponibilité plus
rapide et importante de son métabolite, le SN-38,
cent fois plus actif. Au vu des résultats, on ne peut
garantir que la dégradation du CPT-11 en SN-38
soit le responsable principal des toxicités. Il semble
en effet que les toxicités ne sont pas proportionnel-
les dans cette étude a ces concentrations : peut-étre
que d’autres produits résultant de la métabolisation
du CPT-11 sont-ils aussi a I'origine de toxicités.

La métabolisation du CPT-11 en SN-38
(principalement par les voies hépatique et biliaire)
reste le principal point d’achoppement de cette ap-
proche sachant que c’est ce métabolite qui est le
principe actif majeur. A priori, c’est donc la cinétique
du SN-38 qu’il faudrait préférentiellement modéliser,
afin de voir si les variations des concentrations me-
surées avec celles prédites sont un facteur pronosti-
que. Nos calculs préliminaires n’ont pas produit de
résultats probants qui soient meilleurs que l'utilisa-
tion directe des simples cinétiques des concentra-
tions sanguines.

Meta-analysis of gender effect for 1st line
chronomodulated 5- fluorouracil-leucovorin-
oxaliplatin (ChronoFLO) vs FOLFOX or constant
infusion (conventional delivery, CONV) against
metastatic colorectal cancer (MCC) in 3 inter-
national controlled Phase III randomized trials
(RT).

Francis Lévi, Pasquale Innominato, Antoine
Poncet, Thierry Moreau, Stefano lacobelli, Chris-
tian Focan, Carlo Garufi, Georg Bjarnason, René
Adam, Sylvie Giacchetti for the ARTBC Chrono-
therapy Group

Background: Gender predicted for the most effec-
tive schedule in a RT of ChronoFLO vs CONV
against MCC: overall survival (OS) was significantly
increased in men on chronoFLO vs FOLFOX,
whereas the reverse was found in women
(Giacchetti et al. JCO 2006).

Methods: To further assess the relevance of gender

for patient (pt) outcome, meta-analysis was per-
formed on individual pt data (IPD) from 3 RT in 845
MCC pts treated with chronoFLO vs CONV (Lévi et
al. JNCI 1994; Lancet 1997). From 1990 to 2002,
346 F and 499 M (median age: 61y) were registered
at 36 centers. Data bases were merged with updat-
ing at 9 years after inclusion of the 1 pt. Figures of
the main prognostic factors were comparable in
each RT according to gender and treatment arm
(PS=0, 46% pts; liver M, 85% pts; liver involvement
>25%, 41% pts; lung M, 37% pts; CEA>10, 56% pts.

Results: No significant difference was found as a
function of delivery schedule or gender in the whole
population for Response Rate (RR), Progression-
Free Survival (PFS) and OS. However, men on
chronoFLO had highest RR, longest PFS and long-
est survival. PFS and survival were lowest in women
on chronoFLO and intermediate in men or women
on CONV. The rate of complete macroscopic resec-
tions of liver metastases (R0+R1) was 12.5% in men
on chronoFLO vs 7.8-8.5% in men on CONV or in
women on either schedule. A complete histologic
response of liver metastases was documented in
2.1% of the men on chronoFLO vs 0-1.1% in the
other groups. The relative risk of an earlier death in
men vs women was 0.76 [95% CL, 0.91 to 0.94] on
chronoFLO and 1.24 [0.99 to 1.56] on CONV.

Conclusion: This IPD meta-analysis of 3 RT in
MCC with a minimum follow up of 5 years confirms
that men benefit from chronoFLO as compared to
CONYV delivery, with regard to long term outcome
and medico-surgical strategy. ChronoFLO should be
preferred to conventional oxaliplatin-5-FU-LV sched-

ules in men with MCC.
Support: ARTBC Internationale, P. Brousse Hospital, Villejuif,
France

Control of cancer progression through rhythmic
induction of tumor stress genes with circadian
meal timing

XiaoMei Li"?, Franck Delaunay®, Sandrine Du-
long"?, Bruno Claustrat®, Sinisa Zampera®, Yos-
hiro Fujii"?, Michéle TebouP, Jacques Beau"?,
Francis Lévi"*®

"INSERM U776 «Rythmes biologiques et cancers», 94800
Villejuif, France

2Université Paris-Sud, UMR-S0776, 91405 Orsay, France
3FRE 3094, Université de Nice, Nice, France

“Centre de Médecine Nucléaire, Hopital Neurocardiologi-
que, Lyon, France

SBiosciences, Créteil, France

bAssistance Publique-Hbpitaux de Paris, Unité de Chrono-

thérapie, Département d’Oncologie Médicale, Hépital Paul
Brousse, Villejuif, France

Background: The disruption of circadian clocks was
associated with tumor progression. Meal timing is
able to reset the circadian oscillations of clock genes
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in peripheral organs, as well as slow down malignant
growth. Objectives: To slow down cancer progres-
sion through the reinforcement of host and tumor
circadian clocks or rhythmic signaling pathways with
meal timing. Methods: Pancreatic adenocarcinoma-
bearing mice were synchronized with 12 hours (h) of
light/darkness. Mice were fed ad libitum or with meal
timing from Zeitgeber Time (ZT) 2 to ZT6, with nor-
mal or fat diet. Tumor weight was measured daily.
The host circadian timing system was assessed
through 1/ circadian biomarkers: telemetered rest-
activity and body temperature, plasma corticoster-
one and insulin-like growth factor-I and 2/ liver and
tumor molecular clock, with qPCR for rhythmic
mRNA expression of clock genes Rev-erba, Per2
and Bmal1 and clock-controlled stress genes Hspa8
and Cirbp. Tumor gene expression profiling was de-
termined with DNA microarrays at endogenous Cir-
cadian Time (CT) 4 and at CT16. Analyses of vari-
ance, power spectrum and cosinor validated the re-
sults.

Results: Tumor growth was nearly halved in mice
on meal timing as compared to ad libitum (ANOVA,
p=0.011), without any influence of diet (p=0.533) or
body weight. MT significantly modified the 24-h ex-
pression pattern of 423 genes in tumor transcrip-
tome, mostly in stress, cell cycle and metabolism
domains. Meal timing advanced the phases of host
circadian biomarkers and liver molecular clock by 8
to 12 h and increased rhythm amplitudes. Meal tim-
ing nearly doubled the circadian amplitude of host
body temperature (p<0.001) and induced strong
rhythmic transcription of temperature-sensitive
stress genes Hspa8 and Cirbp, two regulators of cell
cycle and apoptosis, in tumor (p<0.01). Conclu-
sions: MT inhibited tumor progression through en-
hanced host circadian coordination. Meal timing by-
passed tumor defective clocks and induced rhythmic

stress and cell cycle genes transcription in tumor.
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This work was supported by the European Union through the Net-
work of Excellence BioSim [LSHB-CT-2004-005137] and the

Strep Project TEMPO [LSHC-CT-2006-037543]; by Action Thé-
matique Concertée Nutrition [4NU12G], INSERM, France; and
by Association International pour la Recherche sur le Temps
Biologiques et la Chronothérapeutique, Hopital Paul Brousse,
Villejuif, France

Mammalian circadian in vitro systems

Ripperger, J. A.

Dep. of Medicine, Unit of Biochemistry, University of Fri-
bourg; 5, rue du Musée, 1700 Fribourg, Switzerland

For a long time, researchers considered the SCN as
the only real clock generating robust circadian
rhythms. The circadian clocks in the periphery were
regarded as “slave oscillators” that were incapable
of maintaining rhythms without a permanent input
from the SCN. This picture changed with the ad-
vances of organ cultures from transgenic rats and
mice and with the upcoming mammalian in vitro
models. The peripheral oscillators are as robust as
the oscillator in the SCN. However, the input to both
types of oscillators may be different. A considerable
progress of our understanding of the input pathways
to the peripheral oscillators derived from mammalian
circadian in vitro systems. In 1998, Aurelio Balsalo-
bre in Geneva realized that the expression of the
Dbp gene, an output transcription factor, transiently
decreased after a serum shock in Rat-1 fibroblasts.
About 24 hrs after the shock, the expression levels
were up again but continued to decrease thereafter.
A careful analysis revealed that this rhythmic behav-
ior proceeded for multiple days and that this was not
specific for this gene but that many circadian mark-
ers followed the same pattern. The phase differ-
ences between all the circadian markers faithfully
reflected what was know about the phase differ-
ences found in the SCN and peripheral oscillators. In
addition, immediately after the serum shock, an in-
duction of Per1 and Per2 occurred. Therefore, it was
concluded that a serum shock induced free-running
circadian rhythms with a period length of 22 hrs in
Rat-1 fibroblasts, which have not been in contact
with the SCN for at least twenty years. Subsequent
experiments demonstrated that free-running cir-
cadian rhythms could also be induced in mouse em-
bryonic fibroblasts (MEF) derived from different ge-
netic backgrounds. Under these experimental condi-
tions the period of the MEFs in vitro resembled the
period of the different mutant mouse strains. For that
reason, the mammalian in vitro systems closely re-
flect the animal models. One major question re-
mained. Are the circadian rhythms in the tissue cul-
ture cells newly induced, or are the circadian oscilla-
tions of each single cell synchronized? This question
was answered by the inspection of individual cells in
culture using rhythmically expressed, short-lived
fluorescent protein. Under normal culture conditions,
the individual cells display circadian rhythms in dif-
ferent phases. After a serum shock, all the different
cells become synchronized. This is possible be-
cause tissue culture cells show a typical type-0
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phase response. Independent of the position of the
oscillator within the circadian cycle a strong signal
resets the oscillator always to the same point.
Therefore, the oscillators in a culture start cycling
from the same point after a serum shock. Using a
similar culturing system expressing rhythmically
luciferase protein and computer derived simulations,
it was proven that the oscillators in cultured fibro-
blasts were capable of generating robust circadian
rhythms similar to the SCN neurons. The signaling
pathways that were associated with the synchroni-
zation of circadian oscillators in vitro were manifold.
In addition to glucocorticoids, researchers found an
impact of cAMP/CREB signaling, protein kinase A
and C signaling, Ca2+ signaling, IL-6 signaling, and
of MAP kinase signaling, and of PPARa agonists
(fenofibrate) on Per1 induction and subsequent syn-
chronization of the circadian oscillators in various
tissue culture cell models. A further breakthrough
was the coupling of the mammalian in vitro systems
with real-time bioluminescence monitoring. In these
systems, a luciferase reporter gene is driven by a
circadian regulatory element. Different systems ex-
ploit the regulatory region of the Per1, Per2, Bmal1,
Dbp or Rev-Erba gene. After the synchronization of
the circadian oscillators, it is possible to measure
the effect of a given treatment on the magnitude,
amplitude or phase of a given reporter gene over the
course of multiple circadian cycles. It is possible to
exploit these techniques for the high-throughput
screening of compounds. The experiments can eas-
ily be converted into cotransfection assays to reveal
the function of a certain protein on the oscillator, or
coupled to RNA interference to monitor the effect of
the lack of a certain protein on the oscillator. A re-
cent variation of this technique is the transfer of cir-
cadian reporter genes by lentiviral-mediated infec-
tion. This allows the stable integration of circadian
reporter genes even in cells that are normally not
easy to transfect. In this manner it was possible to
measure the period length of human fibroblasts de-
rived from skin biopsies indicating that the human
fibroblasts behave similarly as mouse and rat fibro-
blasts. Are the input pathways to the SCN funda-
mentally different from the ones immerging into the
peripheral oscillators ? Surprisingly, the answer is
no. In an elegant series of experiments, fibroblasts
were stably transfected with an expression vector for
the photoreceptor melanopsin. These fibroblasts
displayed a type-1 phase shift behavior in response
to low light intensities and a type-0 phase shift be-
havior in response to higher light intensities. The
phase shift behavior could be blocked by inhibitors
of Ca2+ signaling or phospholipase C. This indi-
cates that the signaling pathways leading to the cir-
cadian oscillators of the SCN or of the periphery are
very similar but some essential components are
missing. Nevertheless, it is tempting to speculate
that the process of phase shifting in both types of

oscillators is essentially the same. Both kinds of os-
cillators use the induction of specific components to
affect the phase of the oscillator for the next cir-
cadian cycle. Overall, the mammalian in vitro sys-
tems have greatly enhanced our knowledge on the
molecular make up of the circadian oscillator.

Génes du rythme et analyse de données trans-
criptomigues : comment réduire les taux de
faux positifs/négatifs ?

Vuillaume ML, Kwiatkowski F, Uhrhammer N,
Bidet Y, Bignon YJ
Laboratoire d’oncologie médicale, Centre Jean Perrin, 58

rue Montalembert, 63011 Clermont-Ferrand Cedex,
France

Problématique : La grande majorité des études
relatives aux données transcriptomiques sur plu-
sieurs milliers de génes avec un nombre d’échantil-
lons réduit pose des problemes statistiques majeurs,
en particulier un risque de 1°° espéce souvent réd-
hibitoire, et donc un trés grand nombre de faux posi-
tifs/négatifs. Les corrélations présentes dans les
données d’expression peuvent contribuer a aug-
menter ce taux de faux positifs/négatifs. Ces corré-
lations peuvent étre introduites par le rythme circa-
dien. En effet, il a été montré que I'expression de 2
a 10% des génes selon les tissus était régulée de
facon circadienne par les génes du rythme (une
douzaine chez 'lhomme). Ces génes s’expriment de
facon rythmique avec des variations journaliéres et
inter-individuelles notamment dans les lymphocytes.
Par exemple, selon le moment de la journée, cer-
tains génes comme les génes PER et BMAL sont
plus ou moins exprimés dans le sang, faisant varier
en proportion I'expression des génes en aval dans
les voies de signalisation. L’étude des corrélations
entre une fonction biologique et les données d’ex-
pression repose alors sur un « signal brouillé » du
fait des régulations circadiennes partiellement indivi-
du-dépendantes. Nous proposons une méthode
simple qui vise a limiter I'impact des génes du
rythme dans I'analyse de ce type de données.

Matériels Deux groupes de 15 personnes
(mutées/non mutées BRCA1) ont été incluses dans
une étude prospective testant une possible diffé-
rence d’expression transcriptomique liée a une mu-
tation de BRCA1, ce dans les lymphocytes du sang
périphérique. Les prélevements ont été réalisés a
différents moments de la journée (entre 8h30 et
13h30). Sur 41 000 transcrits analysés, 18 546 pré-
sentaient une expression supérieure au bruit de
fond. Une premiére analyse supervisée a permis de
montrer entre les 2 groupes une différence d’expres-
sion pour 133 génes mais aucun, au vu de la littéra-
ture, n'avait un lien avéré avec BRCA1. Ce nombre
correspondait peu ou prou a ce que I'on pouvait at-
tendre simplement du fait du hasard, c’est a dire que
ces génes étaient probablement des faux positifs.
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Méthode : Une expression significative dans les
lymphocytes a été retrouvée pour les génes du
rythme suivants : BMAL1-2, CKlg, CRY1-2, PER1-2 et
TIM. Une étude de corrélation a fait apparaitre un lien
significatif entre ces génes et environ 23% des au-
tres génes dont la moitié pour le géne PER1 :

Pour retirer I'influence de la périodicité induite par
les génes du rythme, deux transformations ont en-
suite été effectuées sur les expressions des génes
corrélés, selon le type de corrélation :

Positive : I'expression des génes a été divisée par
I'expression du géne du rythme associé

Négative : 'expression a été multipliée par I'expres-
sion du géne du rythme associé.

Résultats :

A laide des expressions corrigées, une nouvelle
analyse supervisée a été effectuée au sein de ces
4343 génes.

Conformément a nos attentes, le nombre de dispari-
tions et d’apparitions de corrélations a été propor-
tionnel au niveau de corrélation des genes du
rythme au statut mutationnel (annulation du biais de
confusion). En premiere analyse, on peut penser
qu’'en cas de corrélation significative du géne du
rythme au statut mutationnel, ce sont principalement
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des faux positifs qui ont disparu tandis que quelques
faux négatifs ont été mis en évidence. Dans le cas
contraire (absence de corrélation entre le géne du
rythme et le statut), ce sont surtout des faux négatifs
qui apparaissent.

Au total 297 génes ont été retenus aprés correction.
Parmi ces 297 genes, 160 ont une fonction bien dé-
terminée et certains codent pour des partenaires
physiologiques de BRCA1 (E2F4, BAP1, AKT1,
CHEK2). La plupart de ces génes sont impliqués
dans des voies de signalisation liées au géne
BRCA1.

Conclusion : Cette méthode simple semble a
méme de réduire le nombre de faux négatifs/positifs.
En dépit de lintérét de certains des génes retenus,
on ne peut cependant en garantir sa validité du fait
de la faiblesse de notre échantillon de travail. D’au-
tres méthodes ont été décrites pour pallier le méme
probléme, comme [utilisation des corrélations par-
tielles. Une modélisation de type Monte-Carlo est
prévue afin de comparer les diverses méthodes.

Enfin, une des limites a notre approche concerne les
cascades de génes qui induiraient des expressions
largement décalées dans le temps par rapport a
celle du géne du rythme promoteur. Dans un tel cas
de figure, la correction proposée peut étre inoppor-
tune.
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Résumé

Cette thése décrit les

' liens qui peuvent exis-
ter entre la rythmicité
comportemen-

tale et les élé-
ments de la vie

[ N° Ordre de la thése : 3919 |

Rythmicité comportementale et vie sociale chez
la caille japonaise

Laureline FORMANEK

arythmiques. Nous avons ensuite montré que
la rythmicité comportementale d'un individu
pouvait prédire la qualité de son intégration
dans un groupe stable de cailles. Les cailles
présentant une rythmicité circadienne nette
s’integrent
mieux au sein
d'un groupe

sociale chez la
caille japonaise
(Coturnix c. ja-
ponica). Deux
lignées d’oi-
seaux ont été
produites au
cours de ce tra-
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que les cailles
arythmiques.

Nous avons
enfin  montré
que le dévelop-
pement onto-
génétique de la

vail : des cailles
présentant une
rythmicité circa-
dienne d’activi-
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rythmicité com-
portementale

des jeunes cail-
les pouvait étre

té alimentaire
nette et des
cailles présen-

tant une aryth-
mie circadienne

tale et certaines
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l'importance et la diversité des liens entre vie
sociale et rythmicité comportementale chez un
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Chronobiologistes...

encore un effort pour vos contributions a Rythmes.

Vous devez participer a la vie de la Société Francophone de Chronobiologie en envoyant vos
contributions a Fabienne Aujard, rédactrice en chef de [fym==<g]

Seules sont acceptées les contributions sous forme informatique, textes et figures, noir et blanc
et couleurs. Cela assure la qualité de ce qui est produit, d’autant plus appréciable si vous optez
pour la lecture électronique, qui, elle, est en couleurs !

Vous devez envoyer vos contributions en document attaché. Les fichiers seront préférentielle-
ment sauvegardés au format *.doc, *k.rtf, ou .txt aprés avoir été produits par un traitement de
texte standard. Pour tout autre format que ces formats répandus, nous consulter.

Il est impératif de nous faire parvenir un fichier texte sans retours a la ligne multiples, tout en
conservant I‘accentuation. De méme, ne mettez pas de lignes blanches pour marquer les para-
graphes ni mises en page complexes, que nous devrons de toutes fagons changer pour rester
dans le style du journal.

Les images pourront étre en tiff, bmp, gif, jpeg, jpg ou png. Rythmes est mis en page sur un PC,
donc les formats PC sont préférés, car cela évite des manipulations.

Enfin, vous enverrez vos contributions par courrier électronique a fabienne.aujard@wanadoo.fr
avec copie a jean-francois.vibert@upmoc.fr et jacques.beau@inserm.fr.
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