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Abstract

The circadian system is a complex and highly integrated physiologic system that
daily coordinates most of physiological and behavioural functions in mammals. This
temporal organization results in variations in the toxicity of many anticancer drugs
according to the time of administration. Irinotecan is a cytotoxic drugs commonly
used to treat digestives cancers. Although it demonstrates a signi�cant antitumor ef-
�cacy, it is often responsible for intestinal and hematologic toxicity, which can be life
threatening. Preclinical and clinical results showed that irinotecan toxicities highly
varies according to the time of drug administration. Indeed, cancer chronotherapy,
that is administering anticancer drugs according to the patient's biological rhythms
over the 24h span can reduce by up to 5-fold the occurrence of severe toxicities in
both colon and bone marrow with regards to irinotecan. Furthermore, recent �ndings
indicate that irinotecan's optimal timing critically depends on patient's sex.

Based on existing modelling works, a model of irinotecan chrono pharmacokinetics-
pharmacodynamics (chronoPK-PD) in male and female mice has been designed. Sub-
sequently, parameters has been estimated for both male and female mice according to
available in vitro and mouse experimental datasets. Using these sex-speci�c models,
an in silico experiment was achieved and focused on modelling drug toxicities in the
intestine and the bone marrow.

In terms of global perspective, male and female chronotoxicities modelling in colon
and bone marrow will be used at the aim of identifying circadian biomarkers which
are the determinants of irinotecan tolerability circadian rhythms for both sexes. Next,
the scaling of the mice chronoPK-PD model for humans will be initiated in view of
set up personalized cancer chronotherapy �rstly based on patient's sex.

Key-words: Circadian system, physiologically-based modelling, ordinary di�erential
equations, sex speci�city and chronotoxicity.
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1 Introduction bibliographique

La plupart des fonctions physiologiques et comportementales des mammifères rythment sur
24h. Parmi elles, l'alternance activité-repos, la sécrétion de mélatonine et de cortisol, le
cycle cellulaire ou encore la température corporelle [1] [2]. Ces rythmes d'une période com-
prise entre 20 et 28h sont quali�és de circadiens, adjectif prenant étymologiquement racine
du latin circa : � autour � et diem : � un jour �. Les rythmes circadiens sont générés par
un système circadien lui-même structuré sous la forme d'un réseau d'horloges circadiennes.
Il s'agit d'un système hiérarchique où l'on distingue une horloge centrale et des horloges
périphériques (�gure 1a). L'ensemble des cellules des noyaux suprachiasmatiques (NSC)
de l'hypothalamus forment l'horloge centrale [3]. Les zeitgebers environnementaux (� don-
neur de temps � en allemand) sont des stimuli extérieurs perçus par les cellules de l'horloge
centrale. Ils calibrent la période de ces dernières à 24h et ajustent leurs phases à celle du
zeitgeber [4]. Chez les mammifères, le zeitgeber environnemental principal est l'alternance
de la lumière et de l'obscurité, cycle généré par la rotation de la Terre autour de son axe.
L'horloge centrale est considérée comme un pacemaker circadien car elle coordonne les
rythmes circadiens en périphérie. En e�et, elle transmet des signaux de synchronisation
à l'ensemble des horloges périphériques présentes dans les tissus périphériques d'un or-
ganisme. Au sein d'un tissu périphérique, les horloges des cellules oscillent à une période
et phase commune. Leurs rythmes sont principalement synchronisés via la température
corporelle et les glucocorticoïdes, eux-mêmes sous contrôle de l'horloge centrale [5] [6].

Quel que soit le type de l'horloge (centrale ou périphérique) la rythmicité circadienne est
endogène car elle persiste en l'absence de zeitgeber [4]. En e�et, chaque cellule nucléée
possède sa propre horloge moléculaire (�gure 1b). Elle est constituée par plusieurs gènes,
transcrits et protéines de l'horloge, organisés en boucles de rétroactions transcriptionnelles
et post traductionnelles [3]. Parmi les éléments de cette boucle, on dé�nit les activateurs
: les facteurs de transcription CLOCK et BMAL1 et les inhibiteurs : les protéines PERs
et CRYs. Les hétérodimères CLOCK/BMAL1 activent la transcription des gènes Per et
Cry après s'être �xés sur la séquence proximale E-Box (Enhancer-box). Les protéines
PERs et CRYs s'accumulent ensuite dans le cytoplasme, s'assemblent en hétérodimères
PERs/CRYs et inhibent la transcription de leurs propres gènes en empêchant la �xa-
tion de CLOCK/BMAL1 sur la séquence E-box. De par sa structure, cette boucle de
rétroaction négative génère des oscillations de la concentration de l'hétérodimère protéique
CLOCK/BMAL1 qui à son tour se �xe rythmiquement sur la séquence E-box des gènes
sous contrôle de l'horloge : les � clock-controlled genes � (CCGs). Ainsi l'horloge cir-
cadienne régulerait 43% des gènes chez la souris, à des niveaux transcriptionnel, post-
transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel. [7] [8].

Ces dernières décennies, des études pré-cliniques et cliniques ont démontré une variation
circadienne de la toxicité selon l'heure d'administration de plus de 400 médicaments, dont
50 anticancéreux utilisés en chimiothérapie [1] (�gure 2a). Ce stage se focalise sur l'étude
d'un seul médicament anticancéreux : l'irinotecan. Il est couramment administré à des
patients atteints de cancers colorectaux en phases avancées (III et IV). L'irinotecan est un
antitumoral e�cace mais néanmoins responsable de sévères e�ets secondaires, principale-
ment des toxicités hématologique et digestive. Ces e�ets secondaires provoquent une forte
dégradation de l'état général des patients (anémie, diarrhées, perte de poids ou encore
immunodé�cience) [9].
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(a)

(b)

Figure 1 � Le système circadien des mammifères.
(a) Organisation du système circadien. Le système circadien est un système hiérarchisé composé d'horloges
circadiennes localisées dans la plupart des cellules d'un organisme. On décompose ce système en 3 parties : i)
l'horloge centrale localisée dans les noyaux suprachiasmatiques (NSC) de l'hypothalamus, calibrée principalement
par l'alternance jour-nuit, ii) les signaux de synchronisation générés par les NSC (e.g. les glucocorticoïdes ou la
température) et iii) les horloges périphériques localisées dans les cellules de l'ensemble des tissus périphériques.
Ce système génère les rythmes circadiens des processus physiologiques et comportementaux des individus. Figure
adaptée de [10]. (b) Représentation simpli�ée de l'horloge circadienne moléculaire. L'horloge moléculaire
est un oscillateur composé de gènes, transcrits et protéines de l'horloge, organisés en une boucle de rétroaction
négative. Parmi ces entités de l'horloge, on distingue les éléments activateurs (CLOCK, BMAL1) et les éléments
inhibiteurs (PER1, PER2, CRY1, CRY2). Les protéines de l'horloges sont des facteurs de transcription qui se
�xent sur la séquence régulatrice proximale E-box (Enhancer-box ) des gènes qu'elles régulent. CLOCK et BMAL1
régulent les gènes sous contrôle de l'horloge (Clock-controlled genes ou CCGs) Figure adaptée de [3].
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Une étude pré clinique réalisée au laboratoire sur des souris B6D2F1 montre que la toxicité
intestinale varie de manière circadienne et d'un facteur 2 à 10 selon l'heure d'injection de
l'irinotecan (�gure 2b). À dose équivalente, l'amplitude et le maximum de toxicité sont
signi�cativement di�érents entre souris B6D2F1 mâles et femelles. L'heure d'injection qui
correspond à la toxicité intestinale la plus élevée est évaluée à ZT23 chez les mâles (c.-
à-d. la �n de la période d'activité des souris) et ZT03 (c.-à-d. la �n de leur période de
repos) chez les femelles [11]. La variation de la toxicité d'un médicament selon son heure
d'administration est quali�ée de chronotoxicité. Une étude clinique a également démontré
une chronotoxicité spéci�que au sexe chez des patients traités avec de l'irinotecan (�gure
2c). Ces patients atteints d'un cancer colorectal métastatique présentent des symptômes
sévères de toxicité hématologique. Elle se traduit notamment par une diminution drastique
du nombre de neutrophiles dans le compartiment sanguin, aussi quali�ée de neutropénie.
Outre une amplitude de toxicité plus élevée chez les femmes par rapport aux hommes,
l'heure d'injection qui correspond à la neutropénie maximale est évaluée à 9h chez les
hommes et 1h chez les femmes, soit un décalage de 8h [12].

L'ensemble des résultats ci-dessus montre le besoin de moduler les traitements anticancéreux
à la fois selon l'heure d'administration mais également selon le sexe du patient. L'enjeu est
de personnaliser les traitements anticancéreux a�n de minimiser les toxicités intestinales
et hématologiques. Pour ce faire, l'équipe Inserm chronothérapie et cancers a développé
une approche pluridisciplinaire combinant chronopharmacologie expérimentale et modéli-
sation mathématique a�n de mieux comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents
responsables de la chronotoxicité spéci�que au sexe de l'irinotecan.

Dans un premier temps, un modèle mathématique a été conçu à l'échelle de la cellule
[13] (�gure 3a). Ce modèle décrit tout d'abord la pharmacocinétique de l'irinotecan,
autrement dit les mécanismes de transport et de transformation du médicament au sein
de la cellule. L'irinotecan (CPT11) est absorbé par les cellules de manière passive. Il
est bioactivé en un métabolite actif nommé SN38. Cette réaction est catalysée les en-
zymes carboxylestérases (CES). L'irinotecan sous sa forme active est transformé en un
métabolite inactif nommé SN38G. Cette réaction est catalysée par les enzymes UDP-
glucuronosyltransferases-1A (UGT1A). Les e�ux actifs du CPT11, SN38 et SN38G sont
pris en charge par les transporteurs ABC. Le modèle décrit dans une seconde partie la phar-
macodynamique de l'irinotecan c'est-à-dire son mode d'action sur sa cible, en l'occurrence
son activité cytotoxique. L'irinotecan sous sa forme active (SN38) est un inhibiteur de la
topoisomérase I (TOP1). Cette dernière est une protéine qui relâche la tension de l'ADN
superenroulé en coupant puis reliant un brin d'ADN. Le SN38 s'intercale entre TOP1 et
l'ADN pour former spontanément un complexe réversible et empêche ainsi la religation du
brin d'ADN. Ce complexe devient irréversible lorsqu'il rentre en collision avec des mécan-
ismes parcourant l'ADN (e.g. la transcription ou encore la réplication de l'ADN). Cette
collision entraîne des dommages irréversibles à l'ADN et déclenche des processus de répa-
ration d'ADN, d'arrêt du cycle cellulaire puis d'apoptose. Plusieurs études ont montré que
les enzymes responsables de l'e�ux de l'irinotecan (les transporteurs ABC), de sa bioac-
tivation (CES) et de sa détoxi�cation (UGT1As) ainsi que TOP1 sont sous le contrôle de
l'horloge circadienne, à l'échelle des transcrits et des protéines chez la souris [14] [15]. Le
modèle cellulaire prend ainsi en compte les variations circadiennes de la concentration de
ces protéines.

Le modèle cellulaire PK-PD (de l'anglais pharmacokinetic-pharmacodynamic), dé�ni en
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�gure 3a, est capable de représenter �dèlement les données PK-PD expérimentales mesurées
à partir de cellules de la lignée Caco-2 1 [13] [14]. Dans un second temps, le modèle PK-
PD corps-entier a été conçu a�n de modéliser la pharmacologie de l'irinotecan dans divers
organes [16]. Enrichi en données anatomiques, le modèle PK-PD cellulaire a été transposé
dans un système à compartiments représentant l'ensemble des organes impliqués dans
la pharmacologie de l'irinotecan (�gure 3b). La tumeur représente l'organe ciblé par la
thérapie antitumorale, lieu où l'activité cytotoxique du médicament quanti�e son e�cacité.
Le colon et la moelle osseuse représentent les deux cibles collatérales du médicament, lieux
où l'activité cytotoxique du médicament quanti�e respectivement sa toxicité intestinale
et hématologique. Le foie représente le siège principal de l'activité de bioactivation et
détoxi�cation du médicament. La lumière intestinale prend en compte l'élimination du
médicament par les fèces. Le sang représente le compartiment d'injection, de transport
et d'élimination rénale de l'irinotecan. Le modèle corps-entier inclut également le cycle
entéro-hépatique. Une fois absorbé par les cellules de la muqueuse coliques (entérocytes)
le médicament est transporté par la veine porte vers le foie. Il est ensuite transporté via la
voie biliaire jusqu'à la lumière intestinale dans laquelle il est réabsorbé par les entérocytes.
En�n, le NET (de l'anglais � Non Eliminating Tissues �) prend en compte l'ensemble des
tissus non éliminant (e.g. les muscles, la peau, les tissus adipeux, etc.) dans lesquels le
médicament ne fait qu'être transporté.

1. La lignée Caco-2 est une lignée de cellules d'adénocarcinome colorectal humain.
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(a)

(b) (c)

Figure 2 � In�uence du système circadien sur la toxicité des médicaments anticancéreux.
(a) Représentation schématique de la chronotolérance de 16 agents anticancéreux chez la souris. Ce
schéma regroupe les heures d'injection correspondant à la meilleure tolérabilité de 16 anticancéreux chez les souris
B6D2F1 mâles, synchronisées par une alternance de 12h de lumière et 12h d'obscurité (LD12:12). L'unité de temps
est le HALO (heures suivant le début de la phase lumineuse) et varie de 0 à 24h. Le ZT est une équivalence du
HALO. Le pourcentage représente l'apport de l'injection chrono-modulée sur la survie moyenne des souris. En
rouge est représentée la variation moyenne sur 24h de la température corporelle de ces souris. Cette variation
représente un marqueur physiologique de l'horloge circadienne. Figure provenant de [1]. (b) La chronotoxicité
intestinale de l'irinotecan spéci�que au sexe des souris B6D2F1 et C57BL/6. La perte de poids (+SEM
n=15-45) a été mesurée 4 jours après injection de l'irinotecan à 6 ZT di�érents. Quatre types de souris sont
représentées : B6D2F1 et C57BL/6, mâles et femelles. Concernant les souris B6D2F1, la dose de l'irinotecan est
�xée à 50mg/kg. Figure adaptée de [11]. (b) La chronotoxicité hématologique de l'irinotecan spéci�que au
sexe des patients. Pourcentage de patient atteint d'une neutropénie de grade avancé (3-4), 4 jours après injection
de l'irinotecan. Ce pourcentage (+SEM n= 200) est calculé pour 6 groupes de patients ayant respectivement reçu
le médicament à 6 heures d'injection di�érentes. Figure adaptée de [12].
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(a)

(b)

Figure 3 � Modèle multi-échelle de la pharmacocinétique et pharmacodynamique (PK-PD) de
l'irinotecan.
(a) Le modèle PK-PD cellulaire. L'irinotecan sous ses trois formes (CPT, SN, SNG) est absorbé passivement
par les cellules du milieu extracellulaire au milieu intracellulaire. Il est transporté à l'extérieur de la cellule via les
pompes à e�ux ABC. La réaction de bioactivation du CPT11 (CPT) en SN38 (SN) est catalysée par l'enzyme CES.
La réaction de désactivation du SN38 en SN38G (SNG) est catalysée par l'enzyme UGT1A. Le SN38 participe à
la formation du complexe ADN-TOP1-SN38 appelé complexe réversible. Ce complexe devient irréversible après
être entré en collision avec la machinerie de réplication de la cellule. Cet évènement entraîne la mise en place de
mécanismes de réparation de l'ADN, l'arrêt du cycle cellulaire voire de l'apoptose. Figure adaptée de [14] (b) Le
modèle corps-entier. Le modèle cellulaire présenté ci-haut est transposé dans les di�érents organes qui entre en
jeu dans la pharmacologie de l'irinotecan. Figure adaptée de [16].
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2 Objectifs du stage

Mon laboratoire d'accueil s'attèle à identi�er quels sont les mécanismes moléculaires qui
déterminent la chronotoxicité spéci�que au sexe de l'irinotecan. À partir d'un modèle PK-
PD corps-entier dé�ni ci-haut, l'objectif principal du stage consistait à formaliser et simuler
la chronotoxicité du médicament chez les souris B6D2F1 mâles et femelles, principalement
dans le colon et la moelle osseuse. Ces simulations représenteront en aval du stage le sup-
port d'une analyse de sensibilité qui permettra de conclure sur les principaux déterminants
moléculaires de la chronotoxicité du médicament, distinctement chez les souris mâles et le
femelles. A�n d'atteindre cet objectif, mon stage s'articule autour de quatre axes princi-
paux.

Modéliser statistiquement les rythmes circadiens des protéines impliquées
dans la pharmacologie de l'irinotecan, dans le colon et le foie des souris
B6D2F1

Le laboratoire possède les séries temporelles des concentration des protéines impliquées
dans la pharmacologie de l'irinotecan (ABCB1, CES1, UGT1A et TOP1) dans le colon
et le foie de souris B6D2F1 mâles et femelles. La première étape du stage consistait à
déterminer si ces séries temporelles suivent un rythme circadien di�érent selon le sexe et
à modéliser ces rythmes par une équation cosinor à plusieurs harmoniques pour chacun
des deux sexes. À cet e�et et n'ayant pas accès à un programme d'analyse de rythmes
circadiens à plusieurs harmoniques, j'ai conçu sur Matlab le programme générique nommé
Circa Fourier qui est en mesure de réaliser ces tâches à partir de n'importe quelle série
temporelle expérimentale en entrée (annexe 6.1).

Comparer des données de pharmacocinétiques expérimentales des souris
B6D2F1 mâles et femelles

Le laboratoire a récolté des données de pharmacocinétique (PK) du SN38 (métabolite actif
de l'irinotecan) dans le sang, la moelle osseuse, le foie et la tumeur xénogre�ée de souris
B6D2F1 mâles et femelles, pour deux heures d'injection di�érentes. Ainsi en amont de
l'étape de modélisation des mécanismes PK-PD de l'irinotecan, la seconde étape du projet
consistait à comparer les niveaux cumulés du métabolite actif de l'irinotecan (SN38) dans
les organes cibles de toxicité selon deux facteurs : le sexe de la souris et l'heure d'injection
du médicament.

Formalisation de la pharmacologie de l'irinotecan sous la forme d'un sys-
tème d'équations di�érentielles ordinaires et estimation des paramètres
chez les mâles et les femelles.

En amont du stage, une première version du modèle PK-PD corps-entier a été formal-
isée à base d'équations di�érentielles ordinaires. L'estimation préliminaire des paramètres
PK-PD du modèle a été calibrée chez les souris B6D2F1 mâles. Particulièrement, cette es-
timation préliminaire ne reproduit pas �dèlement la cinétique de l'irinotecan dans le colon
et la moelle osseuse, alors qu'il s'agit des deux organes cibles de toxicité du médicament
[16]. Par conséquent, une partie du stage consistait à véri�er puis modi�er l'ensemble des
EDO du premier modèle PK-PD corps-entier, si la littérature le justi�ait. Consécutive-
ment, les valeurs des paramètres du modèle PK-PD ont été ré-estimées pour les souris
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mâles et femelles, mais cette fois à partir du modèle mis à jour.

Simuler la chronotoxicité intestinale et hématologique de l'irinotecan à
partir du modèle PK-PD mâle et femelle

En�n, à partir d'un modèle PK-PD �dèle aux données biologiques, une expérience in silico

consistait à quanti�er la toxicité intestinale et hématologique de l'irinotecan pour une cen-
taine de ZT d'injection, variant entre ZT0 et ZT24, respectivement dans les compartiments
colon et moelle des souris B6D2F1 mâles et femelles.
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3 Matériels et méthodes

3.1 Modélisation des rythmes circadiens par la méthode Cosinor

Le rythme circadien de la concentration des protéines impliquées dans la pharmacologie
de l'irinotecan (ABCB1, ABCG2, CES1, UGT1A, TOP1 et CYCA) au cours du temps est
modélisé mathématiquement par l'équation Cosinor ci-dessous :

proteine(t) = M × (1 + (A24× cos
[2π
24
× (t− φ24)

]
)) (1)

où M, A24 et φ24 sont des paramètres circadiens décrivant respectivement la valeur
moyenne de l'oscillation, l'amplitude 2 et l'acrophase 3 d'une oscillation d'une période 4

de 24h.
La série temporelle d'un phénomène oscillatoire peut être subdivisée en plusieurs com-
posantes appelées harmoniques, multiple de la composante principale. La composante
principale d'un rythme circadien est une oscillation sur une période de 24h. Une équation
Cosinor à 2 harmoniques représente une oscillation circadienne avec une période de 24h
superposée à une période de 12h.

proteine(t) =M × (1 + (A24× cos
[2π
24
× (t− φ24)

]
)

+ (A12× cos
[2π
12
× (t− φ12)

]
))

(2)

où M, A24 et φ24 sont décrits plus haut et A12 et φ12 décrivent respectivement l'amplitude
d'une oscillation d'une période et l'acrophase associées à une période de 12h.

3.2 La loi d'action de masse

La modélisation de réactions biochimiques se base souvent sur la loi d'action de masse.
Cette loi suppose que le taux de réaction est proportionnel à la concentration en réactif(s)
dans la mesure où le milieu de réaction est homogène et le nombre de molécule de chaque
réactif très grand.

Considérons l'exemple suivant : une réaction chimique qui transforme deux réactifs notés
X et Y en un produit noté Z à un taux de réaction noté k :

X +Y
k−−→ Z

La variation des concentrations de X, Y et Z au cours du temps est modélisée par le
système d'ODE dé�ni par :

d[X]

dt
= −k[X][Y ]

d[Y ]

dt
= −k[X][Y ]

d[Z]

dt
= k[X][Y ]

(3)

2. L'amplitude correspond à la demi-distance qui sépare la valeur maximale de la valeur minimale de

l'oscillation.

3. Une acrophase correspond au pic de l'oscillation.

4. Dans ce contexte, la période correspond à la distance séparant deux acrophases consécutives.
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Dé�nition adaptée de [17].

3.3 Modélisation d'une di�usion passive par la première loi de Fick

La di�usion passive d'une espèce chimique à travers la membrane plasmique semi-perméable
d'une cellule est modélisée par la première loi de Fick.
Soient une espèce chimique notée C, sa concentration et son volume extracellulaire respec-
tivement notés Cextra et Vout, sa concentration et son volume intracellulaire respectivement
notés Cintra et Vin, la perméabilité de la membrane plasmique notée ρ et la surface de con-
tact entre le milieu extracellulaire et intracellulaire notée S. Cette loi établit que la quantité
de matière qui di�use du compartiment extracellulaire au compartiment intracellulaire est
proportionnelle au gradient de concentration de part et d'autre de la membrane.
En se basant sur la loi d'action de masse, le �ux de C du compartiment extracellulaire vers
le compartiment intracellulaire, noté F , est donné par :

F = ρ× S × (Cout − Cin) (4)

En considérant la loi d'action de masse on obtient :

Cout
kout_in−−−−−→ Cout

dCin

dt
= −kout_in × Cout (5)

où kout_in = ρ× S
Vin

.

Et
dCout

dt
× Vout
Vin

= −kout_in′ × Cout (6)

où kout_in′ = kout_in × Vin.

3.4 Modélisation de la cinétique enzymatique par l'équation de Michaelis-
Menten

La vitesse de réaction des enzymes catalysant l'e�ux de l'irinotecan (ABCB1 et ABCG2)
et des enzymes catalysant la métabolisation du médicament (CES1 et UGT1A) est mod-
élisée par l'équation de Michelis-Menten.

Considérons par exemple la réaction suivante :

E+S
k1−−⇀↽−−
k−1

ES
k2−−→ P+E

où E,S,ES et P symbolisent respectivement l'enzyme, le substrat, le complexe enzyme-
substrat et les produits.
D'après la loi d'action de masse on obtient :

d[P ]

dt
= k2[ES] (7)

On considère la loi de conservation de la matière suivante : E0 = E + ES avec E0 la
concentration totale en enzyme. À l'état stationnaire dé�ni par Briggs et Haldane, on
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suppose que la vitesse de formation du complexe ES est nulle [18]. Autrement dit, la
vitesse de dissociation du complexe ES est égale à sa vitesse de formation. On dé�nit ainsi
la relation de Michaelis-Menten par :

v =
Vmax × [S]

Km + [S]
(8)

où v représente la vitesse de la réaction catalysée par l'enzyme E, S la concentration en
substrat, Vmax = k2E0 et Km = k−1+k2

k1
. Vmax représente la vitesse maximale de la réac-

tion, atteinte lorsque la totalité des enzymes est associée au substrat S. Km représente la
concentration en substrat pour laquelle la vitesse maximale de réaction est égale à Vmax

2 .

3.5 Méthode numérique de résolution des EDO

Les équations di�érentielles ordinaires dé�nies dans ce rapport ont été résolues par ap-
proximation de leurs solutions exactes. Pour ce faire, un solveur d'équation di�érentielles
ordinairesMATLAB a été utilisé pour résoudre des problèmes dits "raides". Un problème
est raide si les méthodes numériques usuelles (e.g. Runge & Kutta d'ordre 4) calculent sa
solution approchée en un nombre déraisonnablement grand d'itérations. Par conséquent
j'ai utilisé le solveur d'EDO MATLAB ode15s particulièrement adapté aux problèmes
raides dé�nis dans le cadre de la modélisation PK-PD de l'irinotecan.

3.6 Méthode d'estimation des paramètres du modèle PK-PD corps-
entier

Les paramètres du modèle PK-PD construit à base d'EDO sont estimés via la méthode
des moindres carrés améliorés. Cette méthode consiste à trouver les valeurs de paramètres
d'un modèle pour lesquels la di�érence entre des données expérimentales et le modèle
mathématique est minimale. On considère un modèle noté f qui comporte un ensemble
de paramètres noté θ, un ensemble de N mesures expérimentales noté (y1, y2 . . . yi) de la
variable x, un poids noté wi, et un ensemble de contraintes sur les paramètres notées g(θ).
La méthode des moindres carrés pondérés minimise la quantité suivante :

c =
N∑
i=1

wi(yi − f(xi; θ))2 − g(θ) (9)

La tâche de minimisation est prise en charge par l'algorithme d'optimisation CMA-ES

(Covariance Matrix Adaptation Evolution Strategy). Dans le cadre de l'optimisation dans
un domaine continu, l'algorithme le plus performant à l'heure actuelle est la méthode CMA-
ES. Basée sur le principe d'évolution darwinienne des espèces, cette méthode stochastique
est particulièrement adaptée aux problèmes d'optimisation non linaires de fonctions non
convexes et possédant de multiples minima locaux. Cette méthode est décrite en détails
par son développeur Nikolaus Hansen [19].

3.7 Les données expérimentales à disposition

3.7.1 Animaux et synchronisation

Les données expérimentales utilisées pour la calibration du modèle PK-PD chez les souris
proviennent de souris B6D2F1 mâles et femelles (femelle C57BL/6 × mâle DBA2) âgées
entre 6 et 8 semaines et provenant de la compagnie Janvier. Dès leur arrivée en laboratoire,
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ces souris sont placées dans un caisson de synchronisation à température contrôlée (21-
23�C) programmé pour alterner 12h de lumière et 12h d'obscurité (LD12:12). Ces souris
sont nourries et hydratées ab libitum pendant les 3 semaines précédant une expérience. Par
convention, ZT0 correspond au début de la phase lumineuse et ZT12 correpond au début
de la phase d'obscurité.

3.7.2 Chronopharmacocinétique de l'irinotecan chez les souris B6D2F1 mâles
et femelles

L'irinotecan sous sa forme hydrochloride (20mg/mL. Aventis, Milan, Italie) est dilué dans
du sérum physiologique (NaCl 0.9%). La solution dosée à 50mg/kg est administrée une
seule fois à des souris B6D2F1 mâles et femelles par voie intraveineuse (IV) dans le sinus
rétro-orbitaire. Une tumeur d'ostéosarcome de Glasgow d'origine murine a été xenogré�ée
par voie sous-cutanée sur le dos des souris B6D2F1. Ces souris sont sacri�ées avant le
prélèvement du sang, de la moelle osseuse, du colon, du foie et de la tumeur 30min, 1h, 2h,
6h et 18h après administration du médicament à di�érentes horaires : ZT11 et ZT23 pour
les mâles et ZT15 et ZT03 pour les femelles. Ces deux heures d'injections correspondent
aux heures d'injection induisant une toxicité maximale (ZTW pour ZT de pire tolérance)
et minimale (ZTB pour ZT de meilleure tolérance) chez les souris B6D2F1 [11]. Les
concentrations en CPT11, SN38 et SN38G sont quanti�ées par HPLC dans chacun des
tissus. Le protocole détaillé de cette expérience est disponible en [15].

3.7.3 Quanti�cation des protéines ABCB1, CES, UGT, TOP1 et CYCA chez
les souris B6D2F1 mâles et femelles

Le colon et le foie ont été prélevés après euthanasie de souris B6D2F1 n'ayant pas reçu
d'injection d'irinotecan. Ces organes ont été placées dans des cassettes puis conservées
dans une solution de formol avant l'inclusion en para�ne. Les protéines CES1, UGT1A,
TOP1 dans le colon et le foie, et la protéine CycA dans le colon, ont été quanti�ées par
immunohistochimie quantitative à ZT3, ZT6, ZT9, ZT12, ZT15, ZT18, ZT21 et ZT24. Le
protocole détaillé est disponible en [15]. Les protéines ABCB1 dans le colon et le foie ont
été quanti�ées par technique ELISA à ZT1, ZT4, ZT7, ZT10, ZT13, ZT16, ZT19 et ZT22.
Le protocole détaillé est disponible en [20].

3.8 Tests statistiques

Les di�érences de pharmacocinétique mesurée dans le colon et la moelle osseuse entre 4
groupes de souris B6D2F1 (mâles et femelles, et injectées à ZTB et ZTW) ont été validées
statistiquement par une ANOVA à deux facteurs (sexe et ZT d'injection) sur les AUC
calculés à partir des données PK. Ce test est complété par un test de comparaison multiple.
L'ensemble des tests statistiques ont été réalisés sur MATLAB.
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4 Résultats

4.1 Les souris B6D2f1 mâles et femelles présentent un rythme circadien
des protéines UGTA1, CES1, TOP1, ABCB1 et CYCA di�érents à
la fois dans le colon et le foie.

Les protéines CES1, UGT1A, TOP1 et ABCB1 dans le colon et le foie, et la protéine
CYCA dans le colon, ont été quanti�ées sur 24h par immunohistochimie chez des souris
B6D2F1 mâles et femelles (section 3.7.3). Aussi, une étude montre que les gènes CES1,
UGT1A, TOP1 et ABCB1 présentent des rythmes circadiens à l'échelle de la transcription
dans des cellules Caco-2 synchronisées [14]. Sachant que ces protéines interviennent dans
la modélisation de la pharmacologie de l'irinotecan, j'ai véri�é la signi�cativité de leurs
rythmes et construit un modèle descriptif de ces données à l'aide du programme Circa

Fourier que j'ai conçu (description en annexe 6.1). Les paramètres issus de ces modèles
descriptifs sont détaillés en �gures 4 et 5 et seront ensuite transposés au modèles PK-PD
corps-entiers de l'irinotecan mâles et femelles. Dans le colon de souris B6D2F1 mâles, les
protéines CES1 et UGT1A présentent une rythmicité signi�cative : circadienne à deux
harmonies pour la protéine CES1 et ultradienne pour la protéine UGTA1 (période = 12h).
Les protéines ABCB1, TOP1 et CYCA, quant à elles, présentent une arythmie dans cet
organe. En revanche, les protéines ABCB1 et CYCA suivent un rythme ultradien (période
= 12h) chez les souris femelles B6D2F1, contrairement aux protéines CES1, UGTA et
TOP1 qui présentent une arythmie dans le colon. En ce qui concerne le foie des souris
mâles, TOP1 et UGT1A suivent un rythme circadien signi�catif tandis que les autres
protéines sont arythmiques. Chez les femelles, TOP1 est également rythmique mais sur
une période de 12h.Les protéines UGT1A et ABCB1 montrent une rythmicité circadienne
à 2 harmonies signi�catives tandis que CES1 ne rythme pas. Particulièrement dans le
colon qui représente la cible de toxicité du médicament, on note que ce sont les enzymes de
bioactivation et de détoxi�cation de l'irinotecan qui rythment chez les mâles alors que ce
sont les pompes à e�ux et le marqueur de la phase S qui présentent une rythmicité chez
les femelles. En somme, ces résultats nous indiquent que les protéines impliquées dans
la pharmacologie de l'irinotecan ont des pro�ls rythmiques qui di�èrent selon le sexe des
souris B6D2F1.
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Figure 4 � Variation circadienne des concentrations des protéines impliquées
dans la pharmacologie de l'irinotecan dans le colon de souris B6D2F1 mâles
et femelles synchronisées en LD12 : 12. Chaque point correspond à la concentration
moyenne de la protéine mesurée dans le colon des souris mâles (en bleu) et femelles (en
rouge). À chacun des points de mesure est associé une erreur standard à la moyenne (n =
11 − 15). Les courbes en traits pleins bleus et rouges représentent le meilleur ajustement
aux données expérimentales respectivement dans le colon et la moelle osseuse (données
décrites en section 3.7.3) par l'équation cosinor à deux harmoniques (dé�nie en section
6.1).
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Figure 5 � Variation circadienne des concentrations des protéines impliquées
dans la pharmacologie de l'irinotecan dans le foie de souris B6D2F1 mâles et
femelles synchronisées en LD12 : 12. Chaque point correspond à la concentration
moyenne de la protéine mesurée dans le colon des souris mâles (en bleu) et femelles (en
rouge). À chacun des points de mesure est associé une erreur standard (SEM) avec n =
11 − 15). Les courbes en traits pleins bleus et rouges représentent le meilleur ajustement
aux données expérimentales respectivement dans le colon et la moelle osseuse (données
décrites en section 3.7.3) par l'équation cosinor à deux harmoniques (dé�nie en section
6.1).
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Souris B6D2F1 ♂ � Colon

ABCB1 CES1 TOP1 UGTA1 CYCA

M 66.292 ±2.4764 139.54 ±5.9128 162.53 ±4.5429 363.42 ±16.197 210.26 ±8.8167
A24 NS NS NS 0.19994 ±0.062718 ?? NS

φ24 NS NS NS 8h57 ±1h13 NS

A12 NS 0.18726 ±0.059768 ?? NS 0.17862 ±0.063854 ? NS

φ12 NS 8h57 ±0h37 NS 10h22 ±0h40 NS

Souris B6D2F1 ♀ � Colon

ABCB1 CES1 TOP1 UGTA1 CYCA

M 72.105 ±2.264 142.11 ±7.3733 172.13 ±4.7068 338.94 ±11.755 256.57 ±7.8635
A24 NS NS NS NS NS

φ24 NS NS NS NS NS

A12 0.20265 ±0.046122 ? ? ? NS NS NS 0.16761 ±0.042975 ? ? ?
φ12 2h58 ±0h24 NS NS NS 3h11 ±0h28

Souris B6D2F1 ♂ � Foie

ABCB1 CES1 TOP1 UGTA1

M 3.6175 ±0.33514 21.47 ±2.1128 245.72 ±8.8299 43.116 ±4.9735
A24 NS NS 0.18348 ±0.051091 ? ? ? 0.40521 ±0.16875 ?
φ24 NS NS 2h44 ±1h04 22.426 ±1h33
A12 NS NS NS NS

φ12 NS NS NS NS

Souris B6D2F1 ♀ � Foie

ABCB1 CES1 TOP1 UGTA1

M 2.9228 ±0.27762 19.93 ±1.6343 221.11 ±8.7481 50.851 ±3.799
A24 0.36008 ±0.135 ?? NS NS 0.31435 ±0.1008 ??
φ24 0h31 ±1h25 NS NS 8h10 ±1h19
A12 0.57258 ±0.1346 ? ? ? NS 0.25815 ±0.059898 ? ? ? 0.48643 ±0.1048 ? ? ?
φ12 4h14 ±0h28 NS 6h23 ±0h24 2h15 ±0h25

Table 1 � Paramètres des rythmes circadiens des protéines impliquées dans la pharmacologie de l'irinotecan. Les amplitudes
(A24 et A12) sont exprimées en unités arbitraires (u.a) et les acrophases (φ24 et φ12) en heure. Ces paramètres sont estimés via le programme
Circa Fourier décrit en annexe 6.1.
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4.2 Le niveau d'exposition au SN38 est signi�cativement di�érent dans
le colon et la moelle osseuse selon le sexe de la souris et le ZT
d'injection de l'irinotecan.

La pharmacocinétique du CPT11 et du SN38 a été quanti�ée par HPLC dans le sang, la
moelle osseuse, le colon, le foie ainsi que dans la tumeur xénogre�ée des souris B6D2F1
mâles et femelle (3.7.2). Le SN38 représente la forme cytotoxique de l'irinotecan. Aussi, le
colon et la moelle osseuse sont les organes cibles de la toxicité hématologique et intestinale
de l'irinotecan. Ainsi dans une première approche, j'ai comparé la concentration cumulée
de ce métabolite actif dans le colon et la moelle osseuse des souris mâles et femelles, et à
deux heures d'injection di�érentes notées ZTB et ZTW (section 3.7.2). Pour ce faire j'ai
calculé, pour le colon et la moelle osseuse, l'aire sous la courbe (AUC) des cinétiques via la
méthode d'intégration trapézoïde préprogrammée en Matlab. L'AUC calculée représente
le niveau d'exposition des organes au SN38 durant les 18h qui suivent l'injection. Une
ANOVA à deux facteurs (sexe et ZT d'injection) a mis évidence une di�érence signi�cative
du niveau d'exposition des organes au SN38, selon le sexe, le ZT d'injection et l'interaction
des deux, avec p < 0.001 (�gure 6). Consécutivement, j'ai réalisé un test de comparaison
multiple mettant en évidence les résultats suivants : les mâles sont exposés à une con-
centration cumulée en SN38 signi�cativement plus grande que les femelles dans le colon,
inversement dans la moelle osseuse. En outre indépendamment du sexe de la souris, le
niveau d'exposition au SN38 est signi�cativement plus petit à ZTB par rapport à ZTW
dans le colon, inversement pour la moelle osseuse. Dans l'ensemble, ces résultats mettent
en évidence en amont du processus de modélisation une di�érence signi�cative du niveau
d'exposition au métabolite actif selon le sexe et le ZT d'injection, dans les organes cibles
de toxicité de l'irinotecan.
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Figure 6 � Comparaison des AUC moyens du SN38 dans la moelle osseuse et le
colon de souris B6D2F1 mâles et femelles injectées au ZTW et ZTB. Les AUC
sont calculés à partir des données PK du SN38 dans la moelle osseuse et le colon des souris
mâles (en bleu) et femelles (en rouge). Les AUC moyens sont calculés à partir de 6250 séries
temporelles issues d'un produit cartésien entre 6 séries temporelles expérimentales mâles
et femelles. Ces dernières ont été obtenues par deux expériences indépendantes de mesures
de concentrations en SN38 à t=30min, 1h, 2h, 6h et 18h après injection de l'irinotecan
distinctement à ZTW et ZTB (description des données en section 3.7.2. Chez les souris
mâles : ZTW = 23h et ZTB = 11h. Chez les femelles : ZTW = 3h et ZTB = 15h. Une
ANOVA à deux facteurs a mis en évidence des di�érences signi�catives en fonction du ZT
d'injection et du sexe et l'interaction des deux, avec p < 0.001 (∗ ∗ ∗).

4.3 Formalisation et mises à jour du modèle PK-PD corps-entier de
l'irinotecan chez la souris, à base d'EDO.

4.3.1 La pharmacocinétique

La première partie du modèle décrit les variations de concentration de l'irinotecan sous ses
formes CPT11, SN38 et SN38G au cours du temps dans les compartiments suivants : le
sang, la moelle osseuse, le colon, la lumière colique, le foie, les tissus non éliminant (NET)
et la tumeur xénogre�ée. Pour cela, je me suis basée sur une dé�nition préexistante de
la structure du modèle PK corps-entier, à base d'équations di�érentielles (EDO) [16]. Les
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expressions des EDO représentent la somme des processus intervenant dans le transport
et les réactions de biotransformations de l'irinotecan à l'échelle du corps-entier.

Le CPT11 est injecté par voie intraveineuse (IV) dans le sang. Dans le compartiment
sanguin, il subit une première activation en SN38 via l'enzyme CES localisée dans les
cellules sanguines. On considère également la bioactivation du médicament par CES dans
le foie, la moelle osseuse, le colon et la tumeur (équation (10)). La détoxi�cation du SN38
en SN38G prise en charge par l'enzyme UGT est active dans la moelle, le colon, le foie et la
tumeur 5 (équation (11)). Notons que le siège principal de détoxi�cation du médicament est
attribué au foie. En revanche, le sang n'intervient pas dans le processus de détoxi�cation
de l'irinotecan car l'enzyme UGT y est considérée comme inactive d'après [16].

CCES_organe =
VCES_organe[CES][CPT11organe]

KCES_organe + [CPT11organe]
(10)

avec organe = {sang, moelle osseuse, colon, foie, tumeur}

SUGT_organe =
VUGT_organe[UGT ][SN38organe]

KUGT_organe + [SN38organe]
(11)

avec organe = {moelle osseuse, colon, foie, tumeur}

Répartis dans l'organisme via le système circulatoire, le CPT11, SN38 et SN38G di�usent
passivement du sang vers les cellules de la moelle osseuse, du colon, du foie, du NET, de la
tumeur et du NET [21]. A partir de ces organes, l'e�ux du CPT11 est pris en charge par
les transporteurs ABCB1 alors que l'e�ux du SN38 et SN38G est pris en charge par les en-
zymes ABCG2. Le processus de di�usion simple de l'irinotecan à partir du compartiment
sanguin est formalisé par 1ere loi de Fick (équation (12) à (14)). Les mécanismes d'e�ux
vers le sang sont formalisés par une équation de Michaelis-Menten équations (24) à (26)),
étant donné que les pompes à e�ux du médicament sont classées en tant qu'enzymes
michaeliennes [22].

L'irinotecan sous ses 3 formes est susceptible d'emprunter le cycle entéro-hépatique. Il
s'agit du transport du médicament entre le colon, le foie et la lumière colique décrit en in-
troduction. Le médicament est transporté du colon vers le foie via la veine porte. J'ai posé
l'abstraction suivante : le trajet colon-foie est formalisé par un e�ux direct du colon vers
le foie. Ce dernier était considéré comme actif dans le modèle précédemment dé�ni. J'ai
décidé de procéder à une première modi�cation des EDO d'après la motivation suivante:
la répartition des pompes à e�ux ABC est connue pour être polarisée dans les entérocytes
[23]. Ainsi, sachant que les transporteurs ABCB1 et ABCG2 sont répartis principalement
sur la membrane côté lumière et non sanguin, j'ai formalisé le trajet du colon vers le foie
par une di�usion passive (équations (15), (18) et (21)). Ensuite, l'irinotecan est suscep-
tible d'être transporté du foie vers la lumière colique via les voies biliaires. De nouveau
j'ai modi�é la formalisation de ce transport par rapport au modèle précédent. En e�et, la
répartition des pompes à e�ux ABCB1 et ABCG2 est également polarisée dans les hépato-
cytes [23]. Sachant que ces pompes se situent principalement sur la membrane localisée côté

5. Le compartiment NET ne comporte ni de terme de de bioactivation ni de détoxi�cation car on

considère qu'il représente uniquement un lieu de passage du médicament.
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sang par rapport au côté bile, j'ai considéré le transport du foie vers lumière colique comme
passif (équations (16), (19) et (22)), contrairement au modèle précédent qui le considérait
comme actif. En�n, le médicament est transporté de manière bilatérale entre le colon et
la lumière colique. L'irinotecan e�ue activement du colon vers la lumière (équations (27)
à (29)) et est réabsorbé passivement par les entérocytes (équations (17), (20) et (23)).

L'élimination du médicament par les urines (quali�ée de clairance rénale) est formalisée
par un �ux passif à partir du compartiment sanguin (équations (30) à (32)). L'élimination
par les fèces (la clairance intestinale) est quant à elle modélisée par un �ux passif à partir
de la lumière colique (équations (33) et (34)).

DCsang_organe = kabsCPT_organe[CPT11sang] (12)

DSsang_organe = kabsSN_organe[SN38sang] (13)

DGsang_organe = kabsSNG_organe[SN38Gsang] (14)

avec organe = {moelle osseuse, colon, foie, NET, tumeur}
et avec C = CPT11, S = SN38 et G = SN38G.

DCcolon_foie = kabsCPT_foie[CPT11colon] (15)

DCfoie_lumiere = kabsCPT_lumiere[CPT11foie] (16)

DClumiere_colon = kabsCPT_colon[CPT11lumiere] (17)

DScolon_foie = kabsSN_foie[SN38colon] (18)

DSfoie_lumiere = kabsSN_lumiere[SN38foie] (19)

DSlumiere_colon = kabsSN_colon[SN38lumiere] (20)

DGcolon_foie = kabsSNG_foie[SN38Gcolon] (21)

DGfoie_lumiere = kabsSNG_lumiere[SN38Gfoie] (22)

DGlumiere_colon = kabsSNG_colon[SN38Glumiere] (23)

ACorgane_sang =
VeffCPT [ABCB1organe_sang][CPT11organe]

KeffCPT + [CPT11organe]
(24)

ASorgane_sang =
VeffSN [ABCG2organe_sang][SN38organe]

KeffSN + [SN38organe]
(25)

AGorgane_sang =
VeffSNG[ABCG2organe_sang][SN38Gorgane]

KeffSNG + [SN38Gorgane]
(26)
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avec organe = {moelle osseuse, foie, NET, tumeur}

ACcolon_lumiere =
VeffCPT [ABCB1colon_lumiere][CPT11colon]

KeffCPT + [CPT11colon]
(27)

AScolon_lumiere =
VeffSN [ABCG2colon_lumiere][SN38colon]

KeffSN + [SN38colon]
(28)

AGcolon_lumiere =
VeffSNG[ABCG2colon_lumiere][SN38Gcolon]

KeffSNG + [SN38Gcolon]
(29)

Cclairance_renale = kren_CPT [CPT11sang] (30)

Sclairance_renale = kren_SN [SN38sang] (31)

Gclairance_renale = kren_SNG[SN38Gsang] (32)

Cclairance_intestinale = kint_CPT [CPT11lumiere] (33)

Sclairance_intestinale = kint_SN [SN38lumiere] (34)

4.3.2 La pharmacodynamique

La seconde partie du modèle formalise le mode d'action cytotoxique du médicament dans
chaque compartiment du modèle corps-entier. L'irinotecan sous sa forme active est un
inhibiteur de la TOP1 qui se lie spontanément au complexe ADN-TOP1 pour former le
complexe réversible ADN-SN38 et TOP1. Cette réaction de complexation. Basée sur la loi
d'action de masse, cette réaction est formalisée par une relation de proportionnalité entre la
concentration en ADN, TOP1, SN38 et une constante de formation du complexe réversible
notée Kform (équation (35)). La dissociation du complexe réversible est modélisée par une
relation de proportionnalité entre le complexe lui-même et une constante de dissociation
notée Kdiss (équation (37)). Le complexe réversible se transforme en complexe irréversible
dès lors qu'il rentre en collision avec la machinerie de réplication de la cellule. Lorsque
qu'une cellule se trouve en phase de synthèse du cycle cellulaire (phase S), les fourches de
réplication sont plus nombreuses ce qui augmente la probabilité de collision avec le com-
plexe réversible. C'est pourquoi l'irinotecan est particulièrement toxique envers les tissus à
forte prolifération (tumeur cancéreuse, colon et moelle osseuse). Aussi, la protéine cycline
A est utilisée comme un marqueur de la phase S. Par conséquent j'ai formalisé la réac-
tion de formation des complexes irréversibles par une relation de proportionnalité entre la
concentration en complexe réversible, la protéine CycA et une constante de formation du
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complexe irréversible notée Kform2 (équation (36)).

La formation des complexes irréversibles est positivement corrélée à l'apoptose des cellules,
comme démontré sur des cellules Caco-2 en culture [13]. Basé sur ce fait, je considère que
le niveau de formation des complexes irréversibles simule la toxicité hématologique et in-
testinale respectivement dans la moelle osseuse et le colon (Annexe 6.2 équations (67)
et (68)). La pharmacodynamie est modélisée dans tous les organes excepté le NET pour
les mêmes raisons qu'expliquées dans la section précédente. Il en est de même pour le
sang car on suppose que l'irinotecan agit sur les cellules sanguines au niveau de la moelle
osseuse 6.

SCompl_organe = kform[DNAorgane][TOP1organe][SN38organe] (35)

avec DNAorgane = [DNAtotal]− [Compl]− [Icompl]

SIrr_organe = kform2[Complorgane][CycAorgane] (36)

SDecompl_organe = kdiss[Complorgane] (37)

avec organe = {moelle osseuse, colon, tumeur, foie}

Somme toute, le modèle PK-PD de l'irinotecan à l'échelle du corps-entier est formalisé
par un système à compartiment à base 31 équations di�érentielles mécanistes. Les EDO
s'expriment sous la forme d'une somme processus biologiques mis en équations ((10) à
(37)) dans chaque organe (annexe 6.2).

4.3.3 Les rythmes circadiens des protéines impliquées dans la pharmacologie
de l'irinotecan

Les rythmes circadiens des protéines intervenant dans le modèle PK-PD, à savoir CES,
UGT, ABCB1, ABCG2, TOP1 et CYCA, sont formalisés par l'équation cosinor à une

harmonique (équation (1)) dans les organes où elles interviennent excepté le colon et le
foie. Dans ces organes, l'équation cosinor utilisée est décomposée de deux harmoniques
(équation (2)) dont les paramètres sont estimés à partir de données biologiques (section
4.1).

4.3.4 Les paramètres �xés

Le modèle PK-PD corps-entier comporte une centaine de paramètres dont les valeurs néces-
sitent d'être estimées. J'ai �xé certains de ces paramètres en amont de l'étape d'estimation
des paramètres. C'est notamment le cas des paramètres de PD (Kform, Kform2 et Kdiss)
dont les valeurs sont �xées d'après une modélisation de la PD sur des cellules Caco-2 en
culture. Aussi, j'ai supposé ces paramètres égaux dans chaque organe par hypothèse de
simpli�cation 7. Toujours par abstraction, j'ai supposé que les constantes d'a�nités des

6. Notons que la moelle osseuse est le siège de l'hématopoïèse.

7. Cette hypothèse de simpli�cation se base sur le principe de parcimonie aussi nommé le rasoir

d'ockham. Ce principe prône qu'une pluralité ne doit pas être posée sans nécessité. Ainsi pour une

première approche, les hypothèses de modélisation les plus simples sont privilégiées.
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enzymes michaeliennes (Km) sont égales à celles déterminées chez les cellules Caco-2, et
égales entre les di�érents organes du modèle. En second lieu, j'ai �xé les volumes des
di�érents organes du modèle distinctement pour les souris mâles et femelles, d'après la
littérature. En�n, j'ai �xé les valeurs des paramètres circadiens estimés en section 4.1.
L'ensemble des paramètres �xés pour les souris mâles et femelles ainsi que les références
bibliographiques des données utilisées pour la �xation des paramètres sont regroupés en
annexe 6.4.

4.3.5 L'état initial du système

L'état initial du système est dé�ni comme suit : l'irinotecan est injecté dans le sang
veineux des souris B6D2F1 à une dose de 50mg/kg à des souris B6D2F1 avec une masse
et un volume du sang moyen estimés respectivement à 26.7g et 1.56mL pour les mâles,
et 18.9g et 1.1mL pour les femelles [16] [15] [24]. La concentration initiale en CPT11 est
par conséquent �xée à 1262µM à t=0. Les autres variables du système d'EDO sont �xées
à 0.

4.4 Estimation des paramètres du modèle PK-PD pour les souris B6D2F1
mâles

L'exploration exhaustive de l'ensemble des valeurs réelles que peuvent prendre les paramètres
du modèle PK-PD est techniquement impossible. En e�et, il existe dans ce cas une in�nité
de valeurs possibles pour chacun des paramètres et aucun ordinateur n'a su�samment de
puissance de calcul pour réaliser cette tâche. Ainsi dans le but de trouver des valeurs des
paramètres du modèle qui reproduisent �dèlement les données PK-PD observées expéri-
mentalement chez la souris, j'ai appliqué une méthode d'estimation des paramètres par
les moindres carrés améliorés dont la fonction coût a été minimisée par l'algorithme géné-
tique CMAES (section 3.6). Pour ce faire, je disposais de données PK expérimentales du
CPT11 et SN38 dans le sang, la moelle osseuse, le colon, le foie et la tumeur xénogre�ée
de souris B6D2F1 mâles et femelles (section 3.7.2). Le CPT11 et SN38 ont été mesuré
après injection dans deux groupes indépendants ZTB et ZTW. Cette section se concen-
tre sur les résultats d'estimation des paramètres du modèle PK-PD des souris mâles et la
comparaison entre les données PK simulées et les données PK expérimentales du CPT11
et du SN38 (�gures 7 et 8). Notons que la concentration en SN38 représentée en �gure
8 correspond ici à la fraction totale du SN38, c'est-à-dire à la somme du SN38 libre et du
SN38 associé aux complexes réversibles et irréversibles.

Le modèle des souris mâles, calibré à partir de ces paramètres, reproduit très �dèlement
les données PK expérimentales du CPT11 dans tous les organes exceptés dans la moelle
osseuse où sa concentration est sous-évaluée à ZTW (ZT23). Le modèle reproduit égale-
ment de manière �dèle la cinétique du SN38 dans le foie, la moelle osseuse et la tumeur.
En revanche par rapport aux données expérimentales, sa concentration est surévaluée par
le modèle dans le compartiment sanguin tandis qu'elle est sous-estimée dans le colon, à
ZTW (ZT23). Comme décrit dans la littérature, l'enzyme responsable de la bioactivation
du CPT11 (CES) est très active dans le foie. Il en est de même pour l'enzyme responsable
de la détoxi�cation du SN38 (UGT) [13] [15]. Notons que d'après le modèle, l'enzyme
CES semblent également très active dans le compartiment sanguin et à l'opposé quasiment
inactive dans le colon. Quant à la détoxi�cation du SN38, elle est estimée très active dans
la moelle osseuse alors qu'elle est estimée plus faiblement active dans la tumeur et le colon.
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D'un point de vue numérique, une estimation des paramètres PK-PD mâles, qui utilise
l'algorithme de minimisation CMAES, varie entre 15h et 30h selon la dé�nition de la taille
de l'intervalle de recherche des paramètres.

Figure 7 � Estimation numérique de la pharmacocinétique du CPT11 chez les
souris B6D2F1 mâles après injection du CPT11 à ZT23 (rouge) et ZT11 (vert),
à partir du modèle PK-PD corps-entier. Chaque point correspond à la concentration
moyenne du CPT11 en µM (+SEM avec n = 5). Les courbes en trait plein représentent
le meilleur ajustement du modèle PK-PD aux données expérimentales PK mâles (décrites
en section 3.7.2).
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Figure 8 � Estimation numérique de la pharmacocinétique du SN38 chez les
souris B6D2F1 mâles après injection du CPT11 à ZT23 (rouge) et Z11 (vert),
à partir du modèle PK-PD corps-entier. Chaque point correspond à la concentration
moyenne du SN38 en µM (+SEM avec n = 5). Les courbes en trait plein représentent le
meilleur ajustement du modèle PK-PD aux données expérimentales PK mâles (décrites en
section 3.7.2).

4.5 Simulation de la chronotoxicité hématologique et intestinale des
souris B6D2F1 mâles.

4.5.1 Mise en place d'une l'expérience in silico

A partir du modèle PK-PD mâle calibré chez les souris mâles, j'ai réalisé l'expérience
in silico suivante : J'ai simulé 240 heures d'injections du médicament (variant de ZT0 à
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ZT24) et calculé numériquement pour chaque ZT les toxicités hématologiques et intestinales
théoriques 24h après injection. Les toxicités théoriques ont été calculées via la résolution
numérique des équations (67) et (68), qui correspondent à la variation de la concentration
du complexe irréversible au cours du temps. En e�et, il a été expérimentalement démontré
que cette quantité est corrélée à la cytotoxicité du médicament à la fois en contexte in vitro
et in vivo [21].

4.5.2 Chronotoxicités théoriques dans le colon et la moelle osseuse de souris
B6D2F1 mâles

A la �n de la simulation, on observe chez les souris mâles une toxicité hématologique et
intestinale rythmique sur 24h (�gure 9). La chronotoxicité circadienne a été modélisée
avec succès chez les souris mâles. En outre, on remarque que la quantité de SN38 lié à
l'ADN est plus élevée d'un facteur 100 dans le colon par rapport à la moelle. Sachant que
cette quantité est corrélée positivement à l'apoptose des cellules, le modèle montre que les
cellules du colon seraient en théorie plus enclines à déclencher une apoptose que les cellules
de la moelle chez les souris mâles. Contrairement aux résultats expérimentaux, les résultats
théoriques indiquent que la toxicité intestinale après injection à ZTB (ZT11) est inférieure
à celle calculée pour une injection à ZTW (ZT23). Ce résultat peut éventuellement être
expliqué par la sous-estimation de la concentration du SN38 dans le colon à ZT23, par le
modèle PK-PD mâle. A l'opposé, le résultat de la simulation de la toxicité hématologique
est cohérent par rapport aux données expérimentales car la toxicité induite après injection
du médicament à ZTB est inférieure à celle induite après injection à ZTW [25]. Néanmoins,
cette di�érence est faible comparé aux données expérimentales qui l'évalue à un facteur 2.
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Figure 9 � Simulation de la chronotoxicité intestinales (bleu) et hématologique
(orange) à partir du modèle PK-PD mâle. Les abscisses représentent 240 ZT
d'injection variant de ZT0 à ZT24. L'axe des ordonnées représente la valeur de la somme
des variables Compl + Icompl du modèle PK-PD, 24h après injection. Les ZT d'injection
ZT11 (vert) et ZT23 (rouge) correspondent respectivement à l'heure de meilleure et pire
tolérabilité de l'irinotecan déterminées expérimentalement chez les souris B6D2F1 mâles
d'après [11]. Les �èches noires indiquent les pics de toxicité de l'irinotecan calculés
numériquement.

4.6 Estimation préliminaire des paramètres du modèle PK-PD chez les
souris B6D2F1 femelles et simulation préliminaire de leur chrono-
toxicité hématologique et intestinale.

Les procédures d'estimation des paramètres PK-PD ainsi que celles de simulation de
la chronotoxicités hématologique et intestinale ont été renouvelées mais cette fois dans
l'intention de calibrer le modèle PK-PD des souris B6D2F1 femelles. Concernant cette
classe de souris, je propose uniquement des résultats de modélisation préliminaires dans la
mesure où la paramétrisation du modèle PK-PD femelle nécessiterait d'être d'avantage ex-
plorée par l'algorithme CMAES a�n de représenter �dèlement les données expérimentales.
Ces résultats préliminaires sont disponibles en annexe 6.5 et 6.6.
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5 Discussion et perspectives

Mon travail de stage a permis de modéliser les mécanismes intervenant dans la pharma-
cocinétique de l'irinotecan (PK), sa pharmacodynamique (PD) mais également la chrono-
toxicité intestinale et hématologique distinctement chez des souris B6D2F1 mâles et femelles.
Deux ensembles de données expérimentales étaient disponibles. D'une part, les séries tem-
porelles des protéines intervenant dans la pharmacologie de l'irinotecan dans le colon et le
foie de souris mâles et femelles. D'autre part, l'évolution des concentrations de l'irinotecan
(CPT11, SN38 et SN38G) dans plusieurs organes de souris mâles et femelles après injec-
tion à deux heures di�érentes : ZTB (heure de meilleure tolérance) et ZTW (heure de pire
tolérance). Ces données expérimentales ont été utilisées a�n d'explorer la question de la
spéci�cité au sexe de la chronotoxicité de l'irinotecan dans une première partie et dans le
but de paramétrer le modèle PK-PD distinctement chez les souris mâles et femelles dans
une seconde partie.

5.1 Exploration des données expérimentales mâles et femelles à dispo-
sition

Mesurés expérimentalement à partir de souris B6D2F1 mâles et femelles, les rythmes des
protéines impliquées dans le transport et les biotransformations du médicament dans le
colon et le foie ont été analysés en amont du processus de modélisation à l'aide du logiciel
Circa Fourier. Ce programme que j'ai conçu dans le cadre du stage, permet de tester et
modéliser le rythme circadien n'importe quelle série temporelle expérimentale en entrée en
utilisant une équation cosinor à une ou deux harmoniques. Ce logiciel a permis de mettre
en évidence une di�érence dans les rythmes de ces protéines selon le sexe des souris. Je me
suis focalisée sur un des organes cible de la toxicité du médicament : le colon. Dans le colon
de souris mâles, les enzymes impliquées dans la bioactivation (CES) et la détoxi�cation de
l'irinotecan (UGT) sont les deux seules protéines qui présentent une rythmicité (respec-
tivement ultradienne et circadienne) parmi l'ensemble des protéines testées. Ce résultat
coïncide avec une étude sur des cellules de colon (Caco-2). En e�et, cette étude montre
que les enzymes CES et UGT in�encent de manière prépondérante les dommages causés
à l'ADN des cellules coliques, à l'aide d'une analyse de sensibilité sur le modèle PK-PD
cellulaire [14]. Ces résultats mis bout à bout suggèrent que les enzymes CES et UGT déter-
mineraient principalement la chronotoxicité de l'irinotecan dans le colon de souris mâles.
Néanmoins, cette hypothèse demanderait à être con�rmée via une analyse de sensibilité à
partir du modèle PK-PD corps-entier calibré chez les souris mâles. En ce qui concerne le
colon de souris femelles, ce sont les pompes à e�ux (ABCB1) et le marqueur de la phase
de synthèse du cycle cellulaire (CYCA) qui présentent une rythmicité ultradienne (sur
12h). Contrairement aux souris mâles, les enzymes CES et UGT sont arythmiques dans le
colon des souris femelles et ce qui suggère qu'elles ne participeraient pas à la chronotoxic-
ité intestinale de l'irinotecan. De nouveau, cette hypothèse nécessiterait d'être d'avantage
explorée notamment via une analyse de sensibilité en utilisant cette fois le modèle PK-PD
corps-entier calibré chez les souris femelles.

L'analyse des données PK du SN38 dans les organes cibles de toxicité (colon et moelle
osseuse) indique que ces organes ne sont pas exposés à la même concentration de SN38
durant les 18h qui suivent l'injection du médicament selon si la souris est un mâle ou
une femelle. Ce résultat pourrait être expliqué par une activité spéci�que au sexe des
protéines impliquées dans la pharmacologie de l'irinotecan, notamment mis en évidence
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dans le paragraphe précédent.

5.2 Critique du modèle PK-PD calibré chez les souris B6D2F1 mâles

Le modèle qui décrit la pharmacologie de l'irinotecan à l'échelle du corps-entier a été mis
à jour au niveau de sa structure à base d'équations di�érentielles ordinaires. Ce modèle
calibré sur des souris mâles reproduit de manière cohérente les données PK du CPT11.
En revanche, l'approximation numérique des données PK du SN38, le métabolite actif du
médicament, est peu satisfaisante chez les souris mâles. En e�et, la concentration en SN38
est sous estimée dans le colon ce qui se répercute sur la simulation de la chronotoxicité
dans cet organe qui ne reproduit pas les données expérimentales. La toxicité intestinale
calculée numériquement à ZTB est supérieure à celle calculée à ZTW ce qui contredit les
données expérimentales [25] qui indiquent que la toxicité dans le colon est deux fois plus
élevée à ZTW par rapport à ZTB. En outre, la toxicité intestinale calculée numériquement
à ZTB est inférieure à celle calculée à ZTW ce qui est correspond qualitativement aux
données expérimentales [25]. Cependant qualitativement la di�érence entre les deux ZT
est sous-estimée numériquement. Ces résultats montre la nécessité de modi�er de nouveau
la structure du modèle PK-PD et/ou continuer à explorer l'espace des paramétrisations
possibles jusqu'à obtenir des résultats pleinement cohérents par rapport aux connaissances
biologiques. Il a été démontré expérimentalement que la forme désactivée du médicament
(SN38G) est capable d'être réactivée en SN38 par la βglucoronidase, une enzyme bac-
térienne principalement localisée dans la lumière colique [26] [13]. Ainsi, une première
modi�cation du modèle consisterait à ajouter une variable βglucoronidase dans la lumière
du colon, ce qui ajouterait un terme de synthèse de SN38 dans un compartiment où il est
numériquement sous-estimé.

5.3 Perspectives en modélisation

5.3.1 Calibration du modèle PK-PD femelle

Une perspective à court terme consisterait à poursuivre l'estimation des paramètres du
modèle PK-PD pour les souris B6D2F1 femelles, jusqu'à obtenir une modélisation pleine-
ment cohérente avec les données expérimentales.

5.3.2 Enrichissement de la méthode des moindres carrés par la méthode de
Monte Carlo

Les paramètres PK-PD ont été estimés à partir de données PK expérimentales (CPT11,
SN38 et SN38G) en utilisant la méthode des moindres carrés améliorés. Cette méthode
présente l'inconvénient majeur de ne pas tenir compte de la variance des données expéri-
mentales. Une méthode alternative consisterait à appliquer la méthode des moindres carrés
améliorées telle qu'elle est dé�nie dans ce rapport, mais sur des données expérimentales
transformées. La transformation se base sur la méthode de Monte Carlo suivante :
À partir de P données expérimentales, notées xj avec j = 1, . . . , P , mesurées à N points
de temps, notés ti avec i = 1, . . . , N , un ensemble de K données expérimentales "�ctives"
sont générées après un rééchantillonnage aléatoire à partir des P données expérimentales.
Pour ce faire, on émet l'hypothèse que chaque point expérimental suit une loi normale de
paramètres µ et σ dé�nis par :

µi =
1
P

∑P
j=1 xj et σi =

√
1

P−1

∑P
j=1(xj − µ)2
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À partir de chacun des points xi qui suivent une loi N (µi, σi), on génèrera aléatoirement K
valeurs "�ctives" appartenant à l'ensemble des valeurs réelles qui suivent cette loi. Ensuite,
la méthode des moindres carrés améliorées sera appliquée sur ces données "�ctives" pour
paramétrer un modèle PK-PD autant de fois que le nombre d'échantillons "�ctifs" de
taille K générés par la méthode de Monte Carlo. En�n, une moyenne et une variance
seront calculées pour chacun des paramètres du modèle PK-PD et mesureront la �abilité
de l'estimation des paramètres.
Dans le cadre de ce stage, cette méthode n'a pas pu être mise en pratique l'étape qui
consiste à utiliser l'algorithme CMAES pour minimiser la fonction de côut déterminées
par la méthode des moindres carrés utilise une ressource temps inabordable à l'échelle
d'un stage de master 2 8.

5.3.3 Identi�cation des déterminants circadiens spéci�ques de la chronotoxi-
cité par analyse de sensibilité

La perspective à long terme du projet de stage consistera à utiliser les simulations numériques
de la chronotoxicité intestinale et hématologique de l'irinotecan a�n de réaliser une analyse
de sensibilité basée sur une décomposition de la variance (indices de Sobol). Cette analyse
de sensibilité consistera à quanti�er l'impact de la variabilité des paramètres circadiens du
modèle sur la toxicité intestinale et hématologique. Cette analyse de sensibilité mettra en
évidence les principaux déterminants circadiens des chronotoxicités simulées numérique-
ment distinctement chez les souris B6D2F1 mâles et femelles. Ces résultats indiqueront
quels paramètres du modèle PK-PD étudier expérimentalement en priorité a�n d'éclaircir
le champs des connaissances sur les mécanismes moléculaires responsable de la chronotox-
icité de l'irinotecan spéci�que au sexe. Une piste consisterait à étudier particulièrement le
lien entre les paramètres circadiens mis en évidence par l'analyse de sensibilité d'un côté,
et les hormones sexuelles de l'autre.

5.4 Perspectives en recherches cliniques dans le cadre de la chronothérapie
des cancers

La structure compartimentale du modèle PK-PD corps-entier, a été conçue de manière
générique chez les mammifères, c'est à dire que l'on suppose que sa structure reste la même
quel que soit le mammifère étudié. Cette généricité permet d'envisager une adaptation de
ce modèle de la souris à l'Homme qui se baserait principalement sur un redimensionnement
des valeurs des paramètres PK-PD. Redimensionner le modèle souris mâle et femelle en
un modèle patient respectivement de sexe masculin et féminin permettrait de s'a�ranchir
des procédures invasives telles que des biopsies de foie, colon, moelle osseuse, tumeur ou
de peau. À partir du modèle PK-PD souris il su�rait de paramétrer le modèle chez les
mâles et les femelles, de le valider expérimentalement et de transposer la paramétrisation
distinctement chez des patients de sexe masculin et féminin. À partir du modèle PK-
PD patient, la procédure consisterait à déterminer les heures d'injection du médicament
anticancéreux pour lesquelles les toxicités intestinales et hématologiques sont minimales,
spéci�quement selon le sexe du patient. Il a été démontré dans des expériences sur des
cellules Caco-2, que l'heure d'injection correspondant à l'heure de meilleure tolérabilité
de l'irinotecan, correspond également à l'heure de meilleure e�cacité envers les cellules
cancéreuses [14]. En émettant l'hypothèse que ce résultat est véri�é cliniquement, une

8. En guise d'exemple, considérons 50 rééchantillonages par la méthode de Monte Carlo dé�nie ici.

Sachant qu'une estimation de paramètres nécessite 25h de calcul en moyenne, une seule procédure de

Monte Carlo nécéssiterait 13 jours de calculs parallélisés sur les 4 coeurs d'un processeur IntelCorei7.

34



chimiothérapie chronomodulée à partir de modèles PK-PD de l'irinotecan calibré selon le
sexe du patient permettrait de minimiser la toxicité du médicament envers les tissus sains
tout en maximisant l'e�cacité antitumorale du médicament. Cette étape constitue la pre-
mière démarche dans la personnalisation des chronothérapies cancéreuses notamment pour
l'irinotecan mais également pour d'autre médicaments anticancéreux comme l'oxaliplatin
pour lequel des travaux à l'interface entre biologie et mathématiques sont en cours au
laboratoire [27].
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6 Annexes

6.1 Le logiciel Circa Fourier

Au cours de mon stage, j'ai conçu en matlab le programme générique baptisé Circa Fourier.
Il est capable de tester statistiquement puis de déterminer le � meilleur � ajustement du
rythme circadien de n'importe quelle série temporelle par une équation cosinor à 1 ou 2
harmoniques. Dans ce paragraphe, je ne décrirai que brièvement le principe général du
programme et fournirai un exemple en guise d'illustration.
Circa Fourier est structuré en 3 parties principales. La première partie se consacre à
l'estimation des 5 paramètres, par la méthode des moindres carrés ordinaires, de l'équation
cosinor à 2 harmoniques représentée ci-dessous (décrite en section ) :

proteine(t) =M × (1 + (A24× cos
[2π
24
× (t− φ24)

]
)

+ (A12× cos
[2π
12
× (t− φ12)

]
))

(38)

On quali�e cette équation de modèle entier. Trois estimations sont ensuite réalisées sur
les modèles quali�és de modèle 24, modèle 12 et modèle NULL. Ces derniers sont quali�és
de modèles réduits car les ensembles des paramètres {A12}, {A24} et {A24 ∧ A12} sont
�xés à zéro respectivement dans le modèle 24, modèle 12 et le modèle NULL. Ainsi, les
modèles 24 et 12 comportent 3 paramètres (respectivement {M,A24,φ24}, {M,A12,φ12} et
le modèle NULL comporte 1 seul paramètre à estimer ({M}). À partir du modèle entier,
modèle 24, modèle 12 et modèle NULL, la seconde partie du programme consiste à réaliser
des tests F deux à deux comme suit : Entier versus NULL, Entier versus 24, Entier versus
12, 24 versus NULL et 12 versus NULL. Dans ce contexte de régression, le test de Fisher
(test F) teste la signi�cativité des amplitudes par rapport à une amplitude nulle mais
également la signi�cativité des harmonies, par rapport à un seuil α donné par l'utilisateur.
Pour ce faire, on dé�nit en premier lieu la statistique de Fisher noté F :

F =

(
SSEmodele_reduit−SSEmodele_entier

k−p

)
(
SSEmodele_entier

n−k−1

) (39)

Avec :

� SSE : la somme des erreurs entre données expérimentales et données prédites par le
modèle testé,

� n : le nombre de données expérimentales, k : le nombre de paramètre du modèle
entier,

� p : le nombre de paramètre du modèle réduit sachant que k > p.

On pose l'hypothèse nulle suivante : le modèle entier n'ajuste pas mieux les données que
le modèle réduit. Ensuite, sous réserve de la normalité de la distribution des données
expérimentales et de leur homoscédasticité, on admet que F suit une loi de Fisher de
paramètres k − p et n − k − 1. À partir de la fonction de répartition de cette loi, on



détermine la p-value du test qui correspond à la probabilité d'accepter l'hypothèse nulle
(H0). Si la p-value est inférieure au seuil α choisi, on rejette H0. Sachant que l'on réalise
5 tests F, on obtient 5 p-values correspondantes. Ces tests sont les suivants :

� Modèle entier versus modèle NULL,

� Modèle entier versus modèle 24,

� Modèle entier versus modèle 12,

� Modèle 24 versus NULL,

� Modèle 12 versus NULL,

Ces tests sont adaptés de [28]. Les �gures suivantes illustrent les entrées utilisateurs (�gure
1) ainsi que les résultats obtenus après exécution du programme (�gures 2 et 3).

Figure 1 � Les entrées utilisateurs du programme Circa Fourier

Les entrées utilisateurs. Après exécution du programme, l'utilisateur a la possibilité de
dé�nir le �chier d'extension .xls à analyser. Pour cela, il doit mettre en forme un �chier sous
la forme suivante : La première colonne est composée de l'ensemble des ZTs de mesure. Les
colonnes suivantes sont composées de l'ensemble des mesures expérimentales correspondant
aux di�érents ZTs. Le nombre de colonnes mesures (di�érent de 0) correspond au nombre
de réplicats de la mesure expérimentale. L'utilisateur fournit ensuite au programme le
nom sans extension du �chier à analyser. L'utilisateur entre également un seuil α et un
pourcentage de con�ance au choix.
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Figure 2 � Premières sorties du programme : le tableau récapitulatifs des tests
F et le tableau des paramètres. Le programme renvoie en sortie la table des p-values
des 4 modèles (entier, 24, 12 et NULL) testés deux à deux. Il renvoie dans un second
temps la table des paramètres signi�catifs accompagnés de leurs intervalles de con�ance.

II



Figure 3 �Représentation graphique de l'ajustement de l'équation cosinor à deux
harmoniques (rouge) aux données expérimentales (bleu). Les données utilisées
sont issues des données décrites en section 3.7.3.
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6.2 Le modèle PK-PD corps-entier : un système à 31 équations di�éren-
tielles ordinaires mécanistes.

6.2.1 Pharmacocinétique

CPT11

d[CPT11sang]

dt
=+

Vfoie
Vsang

(ACfoie_sang −DCsang_foie)

+
Vmoelle

Vsang
(ACmoelle_sang −DCsang_moelle)

+
Vtumeur

Vsang
(ACtumeur_sang −DCsang_tumeur)

+
VNET

Vsang
(ACNET_sang −DCsang_NET )

− Vcolon
Vsang

DCsang_colon

− CCES_sang

− Cclairance_renale

(40)

d[CPT11foie]

dt
=+ (DCsang_foie −ACfoie_sang)

+DCcolon_foie

− Vlumiere

Vfoie
DCfoie_lumiere

− CCES_foie

(41)

d[CPT11colon]

dt
=+DCsang_colon

+DClumiere_colon

−ACcolon_lumiere

−
Vfoie
Vcolon

DCcolon_foie

− CCES_colon

(42)

d[CPT11lumiere]

dt
=DCfoie_lumiere

+ACcolon_lumiere

− Vcolon
Vlumiere

DClumiere_colon

− Cclairance_intestinale

(43)

d[CPT11moelle]

dt
=DCsang_moelle

−ACmoelle_sang

− CCES_moelle

(44)
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d[CPT11NET ]

dt
=DCsang_NET

−ACNET_sang

(45)

d[CPT11tumeur]

dt
=+DCsang_tumeur

−ACtumeur_sang

− CCES_tumeur

(46)

SN38

d[SN38sang]

dt
=+

Vfoie
Vsang

(ASfoie_sang −DSsang_foie)

+
Vmoelle

Vsang
(ASmoelle_sang −DSsang_moelle)

+
Vtumeur

Vsang
(AStumeur_sang −DSsang_tumeur)

+
VNET

Vsang
(ASNET_sang −DSsang_NET )

+ CCES_sang

− Vcolon
Vsang

DSsang_colon

− Sclairance_renale

(47)

d[SN38foie]

dt
=+ (DSsang_foie −ASfoie_sang)

+DScolon_foie

+ SDecompl_foie

− CCES_foie

− Vlumiere

Vfoie
DSfoie_lumiere

− SUGT_foie

− SCompl_foie

(48)
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d[SN38colon]

dt
=+DSsang_colon

+DSlumiere_colon

+ CCES_colon

+ SDecompl_colon

−AScolon_lumiere

−
Vfoie
Vcolon

DScolon_foie

− SUGT_colon

− SCompl_colon

(49)

d[SN38lumiere]

dt
=+DSfoie_lumiere

+AScolon_lumiere

− Vcolon
Vlumiere

DSlumiere_colon

− Sclairance_intestinale

(50)

d[SN38moelle]

dt
=+DSsang_moelle

+ CCES_moelle

+ SDecompl_moelle

−ASmoelle_sang

− SUGT_moelle

− SCompl_moelle

(51)

d[SN38NET ]

dt
=+DSsang_NET

+ SDecompl_NET

−ASNET_sang

− SCompl_NET

(52)

d[SN38tumeur]

dt
=+DSsang_tumeur

+ CCES_tumeur

+ SDecompl_tumeur

−AStumeur_sang

− SUGT_tumeur

− SCompl_tumeur

(53)
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SN38G

d[SN38Gsang]

dt
=+

Vfoie
Vsang

(AGfoie_sang −DGsang_foie)

+
Vmoelle

Vsang
(AGmoelle_sang −DGsang_moelle)

+
Vtumeur

Vsang
(AGtumeur_sang −DGsang_tumeur)

+
VNET

Vsang
(AGNET_sang −DGsang_NET )

− Vcolon
Vsang

DGsang_colon

−Gclairance_renale

(54)

d[SN38Gfoie]

dt
=+ (DGsang_foie −AGfoie_sang)

+DGcolon_foie

+ SUGT_foie

− Vlumiere

Vfoie
DGfoie_lumiere

(55)

d[SN38Gcolon]

dt
=+DGsang_colon

+DGlumiere_colon

+ SUGT_colon

−AGcolon_lumiere

−
Vfoie
Vcolon

DGcolon_foie

(56)

d[SN38Glumiere]

dt
=+DGfoie_lumiere

+AGcolon_lumiere

− Vcolon
Vlumiere

DGlumiere_colon

(57)

d[SN38Gmoelle]

dt
=+DGsang_moelle

+ SUGT_moelle

−AGmoelle_sang

(58)

d[SN38GNET ]

dt
=+DGsang_NET

−AGNET_sang

(59)
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d[SN38Gtumeur]

dt
=+DGsang_tumeur

+ SUGT_tumeur

−AGtumeur_sang

(60)

6.2.2 Pharmacodynamique

Complexe réversible TOP1-ADN-SN38

d[Complfoie]

dt
=+ SCompl_foie − SDecompl_liver − SIrr_liver (61)

d[Complcolon]

dt
=+ SCompl_colon − SDecompl_colon − SIrr_colon (62)

d[Complmoelle]

dt
=+ SCompl_moelle − SDecompl_moelle − SIrr_moelle (63)

d[ComplNET ]

dt
=+ SCompl_NET − SDecompl_NET − SIrr_NET (64)

d[Compltumeur]

dt
=+ SCompl_tumeur − SDecompl_tumeur − SIrr_tumeur (65)

Complexe irréversible TOP1-ADN-SN38

d[Complfoie]

dt
=+ SIrr_liver (66)

d[Complcolon]

dt
=+ SIrr_colon (67)

d[Complmoelle]

dt
=+ SIrr_moelle (68)

d[ComplNET ]

dt
=+ SIrr_NET (69)

d[Compltumeur]

dt
=+ SIrr_tumeur (70)
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6.3 Les paramètres �xés du modèle PK-PD corps-entier chez les souris
B6D2F1.

Pharmacodynamique (µM) [13]

kform_organe = 2432.42

kform2_organe = 0.0035

kdiss_organe = 2.56

[DNAtotal] = 62.5

E�ux (µM.h−1) [13]

keff_CPT = 57.72

keff_SN = 1.28

keff_SNG = 1.28

Biotransformation (µM) [13]

kCES_organe = 147.34

kUGT_organe = 2.69

Volumes ♂ (L)

Vsang = 0.00155 [24]

Vmoelle_osseuse = 0.00105 [29]

Vcolon = 0.000285× 0.1 [30] [31]

Vlumiere = 0.000285× 0.9 [30] [16]

Vfoie = 0.00123 [32] [31]

Vtumeur = 0.001 [15]

VNET = 0.016 [16]

Volumes ♀ (L)

Vsang = 0.00110 [24]

Vmoelle_osseuse = 0.00105 [29]

Vcolon = 0.000226× 0.1 [30] [31]
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Vlumiere = 0.000226× 0.9 [30] [16]

Vfoie = 0.000866 [32] [31]

Vtumeur = 0.001 [15]

VNET = 0.016 [16]

Paramètres circadiens

Les valeurs des paramètres circadiens des protéines CES1, UGT1A, TOP1 et ABCB1 dans
le colon et le foie, et la protéine CYCA dans le colon, sont disponibles dans la table 1.

X



6.4 Les valeurs estimées des paramètres du modèle PK-PD corps-entier
chez les souris B6D2F1 femelles.

Les paramètres ont été estimés par la méthode des moindres carrés améliorés et en utilisant
l'algorithme CMAES pour la tâche de minimisation (section 3.6).

Constantes de di�usion (h−1)

kabsCPT_moelle = 0.0078, kabsSN_moelle = 0.0036, kabsSNG_moelle = 0.49

kabsCPT_colon = 0.15, kabsSN_colon = 0.25, kabsSNG_colon = 0.012

kabsCPT_foie = 0.18, kabsSN_foie = 0.17, kabsSNG_foie = 0.21

kabsCPT_tumeur = 0.020, kabsSN_tumeur = 0.0059, kabsSNG_tumeur = 0.33

kabsCPT_NET = 0.58, kabsSN_NET = 0.10, kabsSNG_NET = 0.30

kabsCPT_lumiere = 0.90, kabsSN_lumiere = 300, kabsSNG_lumiere = 0.19

kabsCPT_colon_foie = 0.05, kabsSN_colon_foie = 85, kabsSNG_colon_foie = 0.14

kabsCPT_lumiere_colon = 0.7, kabsCPT_lumiere_colon = 50, kabsCPT_lumiere_colon = 0.5

Vitesses maximales de réaction (microM.h−1)

VeffCPT [ABCB1moelle_sang] = 25, VeffSN [ABCG2moelle_sang] = 138071

VeffCPT [ABCB1foie_sang] = 26, VeffSN [ABCG2foie_sang] = 10000

VeffCPT [ABCB1NET_sang] = 80, VeffSN [ABCG2NET_sang] = 23557

VeffCPT [ABCB1tumeur_sang] = 16, VeffSN [ABCG2tumeur_sang] = 43362

VeffCPT [ABCB1colon_lumiere] = 33, VeffSN [ABCG2colon_lumiere] = 19999

VeffSNG[ABCG2moelle_sang] = 777

VeffSNG[ABCG2foie_sang] = 569

VeffSNG[ABCG2NET_sang] = 11

VeffSNG[ABCG2tumeur_sang] = 42

VeffSNG[ABCG2colon_lumiere] = 999

VCES_sang = 6.9, VCES_moelle = 1.4, VCES_colon = 0.00027

VCES_foie = 6.9, VCES_tumeur = 2.1

VUGT_moelle = 24188, VUGT_colon = 6.7, VUGT_foie = 92737

VUGT_tumeur = 147

Paramètres de clairance (h−1)

kren_CPT = 6.4, kren_SN = 0.20, kren_SNG = 3.7
kint_CPT = 0.15, kren_SN = 20
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Paramètres circadiens du modèle PK-PD calibré chez les souris B6D2F1 mâles

Protéine A24 φ24 (h)

ABCB1 0.35 21.5
ABCG2 0.01 15.3
CES 0.039 18.1
UGT 0.26 10.1
TOP1 0.45 7.2
CYCA 0.36 8.9

Table 2 � Moelle osseuse.

Protéine A24 φ24 (h)

ABCB1 0.35 21.5
ABCG2 0.26 7.1
CES 0.5 7.6
UGT 0.05 24.7
TOP1 0.04 12.6
CYCA 0.05 20.5

Table 3 � Tumeur xénogre�ée.

Protéine A24 φ24 (h)

ABCB1 0.37 1.8
ABCG2 0.48 0

Table 4 � NET.

Protéine A24 φ24 (h)

ABCG2 0.29 14.6
CYCA 0.4 4.2

Table 5 � Foie.

Protéine A24 φ24 (h)

ABCG2 0.29 14.6
CYCA 0.4 4.2

Table 6 � Foie.
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Protéine A24 φ24 (h)

ABCG2 0.5 26

Table 7 � Colon.

Protéine A24 φ24 (h)

CES 0.00024 12.8

Table 8 � Sang.

Clairance A24 φ24 (h)

Rénale 0.21 18.7
Intestinale 0.29 20.1

Table 9 � Clairance rénale et intestinale.
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6.5 Estimation des paramètres du modèle PK-PD pour les souris
B6D2F1 femelles

Figure 4 � Estimation numérique de la pharmacocinétique du CPT11 chez les
souris B6D2F1 femelles après injection du CPT11 à ZT3 (rouge) et ZT15
(vert), à partir du modèle PK-PD corps-entier. Chaque point correspond à la
concentration moyenne du CPT11 en µM (+SEM avec n = 5). Les courbes en trait plein
représentent le meilleur ajustement du modèle PK-PD aux données expérimentales PK
femelles (décrites en section 3.7.2).
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Figure 5 � Estimation numérique de la pharmacocinétique du SN38 chez les
souris B6D2F1 mâles après injection du CPT11 à ZT3 (rouge) et Z15 (vert), à
partir du modèle PK-PD corps-entier. Chaque point correspond à la concentration
moyenne du SN38 en µM (+SEM avec n = 5). Les courbes en trait plein représentent le
meilleur ajustement du modèle PK-PD aux données expérimentales PK femelles (décrites
en section 3.7.2).
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Paramètres PK du modèle PK-PD calibré chez les souris B6D2F1
femelles

Constantes de di�usion (h−1)

kabsCPT_moelle = 0.0052, kabsSN_moelle = 0.053, kabsSNG_moelle = 0.14

kabsCPT_colon = 0.12, kabsSN_colon = 0.15, kabsSNG_colon = 0.20

kabsCPT_foie = 1.5, kabsSN_foie = 0.55, kabsSNG_foie = 1.4

kabsCPT_tumeur = 0.013, kabsSN_tumeur = 0.00093, kabsSNG_tumeur = 0.0047

kabsCPT_NET = 0.14, kabsSN_NET = 0.89, kabsSNG_NET = 0.30

kabsCPT_lumiere = 0.17, kabsSN_lumiere = 8.3, kabsSNG_lumiere = 0.19

kabsCPT_colon_foie = 0.89, kabsSN_colon_foie = 337, kabsSNG_colon_foie = 0.21

kabsCPT_lumiere_colon = 0.49, kabsCPT_lumiere_colon = 91, kabsCPT_lumiere_colon = 0.071

Vitesses maximales de réaction (microM.h−1)

VeffCPT [ABCB1moelle_sang] = 9.7, VeffSN [ABCG2moelle_sang] = 142393

VeffCPT [ABCB1foie_sang] = 32, VeffSN [ABCG2foie_sang] = 150000

VeffCPT [ABCB1NET_sang] = 85, VeffSN [ABCG2NET_sang] = 17457

VeffCPT [ABCB1tumeur_sang] = 4.9, VeffSN [ABCG2tumeur_sang] = 199459

VeffCPT [ABCB1colon_lumiere] = 17, VeffSN [ABCG2colon_lumiere] = 5004

VeffSNG[ABCG2moelle_sang] = 245

VeffSNG[ABCG2foie_sang] = 2614

VeffSNG[ABCG2NET_sang] = 132

VeffSNG[ABCG2tumeur_sang] = 390

VeffSNG[ABCG2colon_lumiere] = 9347

VCES_sang = 8.2, VCES_moelle = 1.7, VCES_colon = 3.1

VCES_foie = 26, VCES_tumeur = 14

VUGT_moelle = 15951, VUGT_colon = 84, VUGT_foie = 48645

VUGT_tumeur = 1

Paramètres de clairance (h−1)

kren_CPT = 6.5, kren_SN = 4.5, kren_SNG = 13
kint_CPT = 4.8, kren_SN = 22
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Paramètres circadiens du modèle PK-PD calibré chez les souris B6D2F1
femelles

Protéine A24 φ24 (h)

ABCB1 0.17 22.3
ABCG2 0.33 19.7
CES 0.48 23.6
UGT 0.25 16.7
TOP1 0.33 5.7
CYCA 0.44 1.3

Table 10 � Moelle osseuse.

Protéine A24 φ24 (h)

ABCB1 0.17 18.1
ABCG2 0.19 22.2
CES 0.44 3.3
UGT 0.32 19.3
TOP1 0.49 14.6
CYCA 0.3 10.2

Table 11 � Tumeur xénogre�ée.

Protéine A24 φ24 (h)

ABCB1 0.4 22.9
ABCG2 0.32 3.7

Table 12 � NET.

Protéine A24 φ24 (h)

ABCG2 0.39 19.8
CYCA 0.17 7.5

Table 13 � Foie.

Protéine A24 φ24 (h)

ABCG2 0.29 14.6
CYCA 0.4 4.2

Table 14 � Foie.
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Protéine A24 φ24 (h)

ABCG2 0.28 13.9

Table 15 � Colon.

Protéine A24 φ24 (h)

CES 0.34 25

Table 16 � Sang.

Clairance A24 φ24 (h)

Rénale 0.39 20.2
Intestinale 0.47 17.5

Table 17 � Clairance rénale et intestinale.
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6.6 Chronotoxicités théoriques dans le colon et la moelle osseuse de
souris B6D2F1 femelles

Figure 6 � Simulation de la chronotoxicité intestinales (bleu) et hématologique
(orange) à partir du modèle PK-PD femelle. Les abscisses représentent 240 ZT
d'injection variant de ZT0 à ZT24. L'axe des ordonnées représente la valeur de la somme
des variables Compl + Icompl du modèle PK-PD, 24h après injection. Les ZT d'injection
ZT15 (vert) et ZT3 (rouge) correspondent respectivement à l'heure de meilleure et pire
tolérabilité de l'irinotecan déterminées expérimentalement chez les souris B6D2F1 femelles
d'après [11]. Les �èches noires indiquent les pics de toxicité de l'irinotecan calculés
numériquement.
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