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Période

- circadienne (20 a 28 h)

- ultradienne (< 20 h)

- infradienne (> 28 h)
 circaseptaine
 cycle de fertilité (estral, ovarien)
e circannuelle



Rythmes biologiques Période

- Rythmes neuronaux 0.01-10 s
- Rythmes cardiaques 1s
 Oscillations du calcium 1s-30 mn
- Oscillations biochimiques 1-20 mn
» Cycle mitotique 10 min-24 h
* Rythme circadien 20 - 28 h
- Rythmes hormonaux 10 min-3 h
- Cycle ovarien 28 jours
- Rythmes annuels 1 an

D’apres A Goldbeter in : Biochemical oscillations and cellular rhythms. (1997)



Rythmes circadiens de température et d’activite
chez la Souris en LD 12:12
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Leucocytes (cell./mm?3)

Rythme circadien des globules blancs circulants
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Rythme du cortisol et de la mélatonine plasmatiques
chez 18 patients canceéreux
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Cycle activitée-repos
mesuré par actimetrie
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Heures Apres le Début de la Lumiere (hADL)
Hours After Light Onset (HALO)
Zeitgeber Time (ZT)

Hamster

LD 12:12 ¢ 4 8 12 16 20 24
Repos Activite
23 3 7 11 15 19 23

Heure locale



Synchronisation

!

Structure circadienne




Rythmes circadiens

* endogenes
* ubiquitaires
* horloge centrale (mammiféres)

* genes specifiques



Rythmes endogenes chez la souris B6D2F,
LD 12:12 DD (19 semaines)

Activité (arb. units)

Temperature (°C)

Li et al. Am. J. Physiol. 2000



Rythmes circadiens de température et d’activite
chez la Souris en LD 12:12 ou en LL
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Endogeénicité des ryhmes circadiens chez ’'Homme

« Expériences d’isolement prolonge (> 300)

* Suppression des synchroniseurs (effet de masque)
- lumiére tamisée constante
- alimentation controlee
- position



Noyau suprachiasmatique de souris




Modele de souris avec lésion des NSC

Témoin NSC(-)

Immunocoloration PHI



Cycle activité-repos et rythme thermique (souris témoin)
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Cycle activité-repos et rythme thermique (souris avec NSC détruit
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Température péritonéale
Double-tracé Analyse spectrale

24 12
Heures aprés le début de la lumiere




Cycle activité-repos

Drosophile

l

d-per
d-tim

Homologues

d-clock
d-cyc
d-cry

Rongeurs

Souris Rat | Hamster
m-clock tau
m-bmal-1 (cklig )
m-per1 |r-per1

m-per2 |r-per2

m-per3

m-tim

m-cry1

m-cry2

Autres
homoloques

Clock
Poisson zebreé

Per, tim,
clock,
bmal-1, cry
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Rythme circadien de I’expression de
genes dans les NSC
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Réponse de phase a la lumiére

Clock Resetting by Light
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Dunlap et al. Cell 1999, 96 : 271-290.



Décalage de phase des rythmes d’expression de Per1
dans les NSC et dans les tissus périphériques

ARNm Perl dans les NSC
7T2 ZT6 AR ZT14 yARE: 7122
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ARNMm Per1 dans le foie

Balsalobre



Un choc sérique induit I’expression rythmique
de genes dans des fibroblastes de rat en culture
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Balsalobre et al., Cell 1997



Concepts, méthodes et acquis récents en chronobiologie

Horloge circadienne moléculaire

Eléments activateurs

Eléments inhibiteurs

Genes de I’horloge
Per1, Per2, Per3, Cry1, Cry2, Tim,
Rev-erb, CKle, Dec1, Dec2

o Cycle activité-repos

Genes controles par I’horloge
~5-10% du généme Lg

Rythmes metaboliques
Rythmes du cycle cellulaire

Revue par Reppert S & Weaver D, NATURE | VOL 418 | 29 AUGUST 2002 | INSERM E 0118 Chronothérapeutique des cancers



Analyse de I’expression des genes du
rythme circadien par micropuces ADN

Modele Micropuce Nombre de génes Référence
Arabidopsis Affymetrix 8 200 Harmer et al., 2000
GeneChip Science 290: 2110-2113.
Produits PCR/ 7 800 Schaffer et al., 2001
Lames de verre Plant Cell 13:113-123.
Drosophile Affymetrix 13 600 Mc Donald & Rosbash, 2001
GeneChip Cell 107: 567-578

Claridge-Chang et al., 2001
Neuron 32: 657-671

Fibroblaste Affymetrix 9 957 Grundschober et al., 2001
de rat GeneChip J Biol Chem 276: 46751-46758

F Delaunay



Expression circadienne in vitro
de genes du cycle cellulaire

Cycline D3

20 %

Niveau relatif d’expression (%)

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72

Temps (h)
J Biol Chem 2001 F Delaunay



Classes fonctionnelles des transcrits cycliques
dans des fibroblastes de rat en culture

Custom Affymetrix arrays (Rochelincyte)

Others 6%
Signal transduction 8%

Growth factors 1% ESTs 24 %

Structural/cytoskelton 2%

Chaperones/heat shock 3%

85 génes
rythmeés (> x 2)

Trafficking/translocation 7%

Cell cycle 8%
Unknown 11%

0
Channel/transporter 7% Clock 2%

Enzymes 10% Transcription 9%

J Biol Chem 2001 F Delaunay Translation 2%



Quelques modeles de souris avec géene circadien muteé

 clock

 per1

* per2

* per1 et per2
* bmal1

* cry1

* Rythme circadien amorti en LD 12:12 (cycle activité-repos)
* Période circadienne allongée, puis supprimée en DD



Expression de hClock et hTim dans la
muqueuse buccale humaine

hClock
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Bjarnason et al., Am J Path 2000



Expression de hPer1 et hBmal1 dans la
muqueuse buccale humaine

hBmal1

Heure de prélevement

ANOVA: F =16.1, p<0.001; Cosinora 24 hr: p <0.001 ANOVA: F =25.7, p<0.001; Cosinora 24 hr: p <0.001
Maximum a 08:29 hr (I.C. 2 95% : 07:16 a 09:40 hr) Maximum a 21:40 hr (I.C. a 95% : 21:00 a 22:20 hr)

Bjarnason et al., Am J Path 2000




Expression de hCry1
dans la muqueuse buccale humaine

T

N

ANOVA: F=8.7, p=0.0001
24 hr Cosine: p <0.001
High Point at 17:04 hr

(95% Cl1:15:35 to 18:35 hr)

08 12 16 20 00 04
Heure de prélevement

ANOVA: F=8.7, p<0.001; Cosinora 24 hr: p<0.001, maximum a 17:04 hr (I.C. a 95% : 15:35 a 18:35 hr)
Bjarnason et al., Am J Path 2000




Rythmes synchrones d’expression
de hPer1 et hBmal1
dans la muqueuse buccale et la peau humaines

Peau

Muqueuse
buccale

Heure de préléevement

Bjarnason et al., Am J Path 2000



Genes de I’horloge et cycle activitée-repos chez ’'Homme

. L Katzenberg et al.

polymorphisme Preférence &

hClock e Sleep 1998, 21, 569-76
polymorphisme  Syndrome de retard a Ebisawa et al.

hPer3 I’endormissement  EMBO Rep 2001, 21, 342-46

. Syndrome familial
mutation ’ Toh et al.
d’avance de phase ,
hPer2 Science 2001, 291 : 1040-43

du sommeil




Concepts, méthodes et acquis récents en chronobiologie

SNC, hormones,

SySté me peptides, mediateurs Epiphyse
circadien ey NPV

Mélatonine
) ) Glutamate

TGFa, EGF Glucoc,:orticc’)iqes _
Prokineticine Schem‘a d’alimentation
Systémes 2 & paraZ

Proliferation

Scillateurs peripheriques

Lévi, Lancet Oncol 2001 : Mormont & Lévi, Cancer 2003, sous presse INSERM E 0118 Chronothérapeutique des cancers



Synchronisation

. |

Structure circadienne

! |

Chronopharmacologie
Chronothéerapeutique



Rythme circadien de tolérance aux anticancéreux

Iphosphamide

Actinomycin-D
Mitomycin-C
Cystemustine

Interleukin-2
TNF

Vinorelbine

Vinblastine
Floxuridine
Methotrexate

Cisplatin
Oxaliplatin
Carboplatin

Mitoxantrone
Peptichemio

Doxorubicin iv

Vincristine Cyclophosphamide

Epirubicin
Daunorubicin

5-Fluorouracil

Docetaxel

44— Arabinosylcytosine
Doxorubicin ip
Melphalan
Etoposide
Pirarubicin
X-rays
Irinotecan




Pharmacologie
Theérapeutique
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Same dose of cancer drug alters body temperature rhythm
pending upon time of administration
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Implications meédicales et thérapeutiques

* Troubles du sommelil

* Psychiatrie (dépression)
 Pneumologie (asthme)
 Rhumatologie (arthrose)

» Cardiologie (HTA, infarctus)
» Cancérologie



Conclusions

* Rythmes des fonctions biologiques
* Horloges cellulaires et coordination centrale
 Implications pathologiques et thérapeutiques

* Nécessité d’intégrer un grand nombre de parametres
d’ou l'intérét d’'une modélisation
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