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INTRODUCTION GENERALE

Dormir nous est indispensable. Pourtant, plus d'un tiers des frangais dorment mal ou pas assez,
du fait de leurs habitudes de vie, de l'utilisation des écrans (téléphone, ordinateur), du travail de nuit, de
la consommation de caféine... (Léger et al., 2019). Une étude récente sur 12637 participants a montré
gu'en moyenne le temps total de sommeil des francais était inférieur a 7 heures par nuit avec plus de
35% en dette de sommeil (Léger et al., 2019). Cette dette de sommeil est trés présente dans de nombreux
métiers qui imposent des activités en horaires atypiques, tels que les métiers de la défense, de la sécurité,

des transports, de la santé, de la communication, de I'énergie.

En particulier, les militaires en opération sont soumis a des dettes de sommeil tres importantes,
associées a des contraintes climatiques, nutritionnelles, psychiques, et a des charges physiques et
mentales. De plus, les environnements opérationnels du militaire sont des ennemis du sommeil (Good
et al., 2020). Les militaires sont confrontés a des éveils prolongés avec des privations totales de sommeil
lors d'opérations soutenues et/ou une restriction de sommeil en opérations continues, mais aussi a un
sommeil diurne entrainant une altération des rythmes et enfin a une mauvaise qualité de sommeil
engendrée par des conditions de sommeil inappropriées, du stress, la consommation de caféine, la

lumiére, du bruit... (Good et al., 2020).

Les conséquences directes de cette dette de sommeil sont dans un premier temps une
dégradation des performances cognitives (Lieberman et al., 2005 ; Killgore, 2010 ; Goel et al., 2009a ;
Arnal et al, 2015; Rabat et al., 2019) et physiques (Daaloul et al., 2018 ; Souissi et al, 2003). Les
répercussions de cette dette chronique de sommeil pourraient également entrainer une augmentation
du risque d'accidents et de blessures (Connor et al., 2001) et vont multiplier le risque de survenue de
pathologies cardiovasculaires et métaboliques (Von Ruesten et al., 2012). Lorqu'elles deviennent
chroniques, ces dettes de sommeil vont entrainer des modifications des réponses neuro-immuno-
endocriniennes, métaboliques, inflammatoires et cardiovasculaires (Marshall et al., 2002, Meerlo et al,

2008 ; Sauvet et al.,, 2010 ; Chennaoui et al., 2011).

Afin de limiter ces effets déléteres de la dette de sommeil, I'une des contre-mesures non
pharmacologiques la plus utilisée est la caféine. La caféine est la substance psychoactive la plus

consommée dans le monde.
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La caféine est utilisée pour prévenir la dégradation des performances cognitives dans certains
secteurs professionnels en horaires atypiques (travailleurs de nuit, militaires en opération, conducteur

routier, pilote de ligne, etc.) (Mclellan et al., 2016).

Les frangais consomment environ 240 mg de caféine par jour, soit I'équivalent de 2 a 4 expressos
(un expresso contenant entre 60 et 99 mg de caféine). D'aprés /International coffee organization (2015)
sa consommation doublera en 20 ans, avec une augmentation des prix et le développement de
substances chimiques alternatives. La caféine peut étre consommée sous plusieurs formes, la plus
connue étant le café qui est la deuxiéme boisson la plus consommée au monde aprés I'eau. Elle présente

de nombreux effets bénéfiques pour la santé.

Les militaires sont également de forts consommateurs de caféine en raison de sa facilité d'acces
et de son effet éveillant. Son usage « stratégique » est méme recommandé dans de nombreuses armées.
Sous sa forme galénique a libération prolongée (Caféine LP 300 mg), elle est le seul médicament
augmentant la vigilance et autorisée au sein des armées francaises®. De plus, I'emploi de la caféine dans
le milieu sportif, dont I'usage n'est plus interdit, est trés populaire (Rosenbloom, 2014, Desbrow et
Leveritt, 2006). Il est connu que la fatigue, induite par le manque de sommeil ou par des efforts
importants, est associée a une diminution des performances physiques (Arnal et al., 20164, Souissi et al.,
2003, 2014). L'utilisation de la caféine peut permettre d'améliorer la performance en endurance, en force
et de diminuer la perception de la fatigue a I'effort (Azevedo et al., 2016 ; Diaz-Lara et al., 2016, Smirmaul
etal, 2017). De plus, la caféine a des effets bénéfiques sur la réponse inflammatoire, I'activité musculaire,
la sensibilité a I'insuline, le risque cardiovasculaire, la prise pondérale, la neuroprotection, la douleur

chronique, etc (Higdon et Frei 2006).

Cependant, sa consommation n’est pas sans risque. En effets, elle est également associée a de
nombreux effets secondaires tels que l'anxiété, les troubles du sommeil... (Killgore et al., 2008 ;
Chaudhary et al., 2016). D'autre part, des études montrent que la caféine est considérée comme un
facteur de risque de certaines pathologies tels que des risques cardiovasculaires, de I'ostéoporose ou
encore des complications durant la grossesse (Higdon et Frei 2006). Par conséquent, de nombreux

auteurs recommandent de limiter son usage.

De plus, il existe une grande variabilité interindividuelle des réponses neurocomportementales

a la privation de sommeil, aux troubles du sommeil, et aussi aux effets de la caféine. Cette variabilité

1 IM n°744, instruction ministérielle relative & I'utilisation militaire de substances modifiant la vigilance
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peut étre liée a I'age, au sexe, a la consommation habituelle de café, au tabagisme, mais aussi a des
polymorphismes génétiques (Clark et al., 2016, Goel et al., 2017, Bodenman et al. 2012 ; Satterfield et al.,
2019). En effet, de multiples polymorphismes sont associés a des modifications de la pharmacocinétique
(métabolisme) ou de la pharmacodynamie (efficacité) de la caféine (Clark et Landolt, 2016) mais
également a la vulnérabilité neurocomportementale a la dette de sommeil (Goel, 2017 ; Satterfield et al.,

2019). Par conséquent, sa consommation doit étre mieux encadrée.

La premiére partie de ce travail reposera sur une revue de littérature sur le role et la régulation
du sommeil, la caféine et ses fonctions, et la variabilité interindividuelle. Puis notre travail présentera les
principaux résultats expérimentaux réalisés au cours des deux études chez la personne humaine, et
seront suivis d'une discussion générale. Celle-ci servira de support pour les perspectives qui peuvent

étre dégagées de ce travail.
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ETAT DE L'ART

I Généralités sur le sommeil
I.1. Définition et structure du sommeil

Le sommeil, qui représente plus d'un tiers de notre vie, est essentiel au bon fonctionnement de
notre organisme. En effet, la perturbation du sommeil va engendrer des conséquences sur les
performances cognitives et physiques, sur I'humeur, sur les réponses métaboliques, immuno-
inflammatoires et cardiovasculaires et donc sur la santé. Le sommeil est déterminant pour la croissance,
la mémorisation, la maturation cérébrale, I'immunité, la réparation tissulaire, mais il est surtout

indispensable a la récupération de la fatigue physique et cognitive.

Le sommeil est un état-réversible de suspension partielle et périodique des rapports sensitifs et
moteurs d'un étre vivant avec son environnement. Il s‘'oppose a I'état d'activité et se définit selon
différents critéres : la baisse des activités motrices, 'augmentation des seuils de réponses sensorielles,
et la modification des mouvements respiratoires, du rythme cardiaque et de I'amplitude des ondes
cérébrales. C'est une période de repos de l'organisme de 5 a 8 heures sur 24-h préférentiellement en
nocturne. Cette période de sommeil est constituée de 4 a 6 cycles d'environ 90-120min dans lesquels
on distingue différents stades: les stades 1 et 2 qui constituent le sommeil lent Iéger, le stade 3
correspondant au sommeil lent profond suivi du sommeil paradoxal. Ces stades 1, 2, et 3 sont aussi
appelés le non rapid eye movement sleep (NREMS) et le sommeil paradoxal appelé le rapid eye

movement (REM) (Colten et al.,, 2006).

La méthode de référence pour étudier le sommeil est la polysomnographie (PSG) qui inclut la
mesure de I'activité cérébrale (enregistrement de I'EEG, électro-encéphalogramme), de I'EOG (électro-
oculogramme), de I'EMG (électro-myogramme) et de I'ECG (électro-cardiogramme) par électrodes de
surface (Iber et al., 2007). L'EEG étudie la sommation des potentiels post-synaptiques (exciteurs et
inhibiteurs) issus d'un grand nombre de neurones situés sous la zone corticale. Au cours d'une nuit
normale, un adulte passe moins de 5% sur le temps total de sommeil en stade 1, environ 45% a 55% en
stade 2, 20 a 25% en stade 3 et 20 a 25% en sommeil paradoxal. Chacun de ces stades possede des
caractéristiques qui lui sont propres. Ces stades sont caractérisés par différents critéres (Schmitz et al,

2016) (figure 1) :

- L'éveil, avec yeux ouverts, est caractérisé par la présence d'activité EEG désynchronisée, rapide

et de faible amplitude correspondant aux bandes de fréquence béta (13-29,75Hz) et gamma
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(>30Hz). Cependant, I'éveil calme, avec yeux fermés, va étre caractérisé par une activité EEG
ralentie correspondant a la bande de fréquence alpha (8-12Hz). De plus, pendant I'éveil, le tonus

musculaire est élevé et les mouvements oculaires rapides.

- Le stade 1 correspond a une activité EEG qui va ralentir par rapport a I'éveil calme (yeux fermés)
en passant progressivement au rythme théta (4-8Hz). Le tonus musculaire diminue par rapport a
I'éveil calme et les mouvements oculaires sont lents. Ce stade est une transition entre |'éveil et le

sommeil.

- Le stade 2 correspond a une activité EEG toujours désynchronisée avec un ralentissement par
rapport au stade 1 combiné avec des grapho-éléments : les spindles ou fuseaux (rythme fusiforme
12-14Hz d'une durée de 0,5 sec) et les complexes K (ondes biphasiques d’'une durée supérieure a
0,5 sec). Le tonus musculaire diminue par rapport au stade 1 et on observe une absence de

mouvement oculaire. Ce stade correspond a un sommeil Iéger.

- Le stade 3 correspond a une activité EEG ralentie, synchronisée avec un tonus musculaire faible
et un ECG ralenti. Les ondes sont particulierement amples (amplitude supérieure a 75 pV). Ce

stade correspond a la bande delta (1-3Hz) et convient a un sommeil profond.

- Le sommeil paradoxal ou rapid eyes movements (REM) correspond a une activité EEG rapide,
désynchronisée et de faible amplitude. Ce stade est particulierement caractérisé par des

mouvements oculaires rapides et une atonie musculaire. Il est présent en fin de nuit.

Sommeil

Stade 1

Veille WMWM“MMM

attentive - ondes béta ()

fuseau
au repos - ondes alpha (a) s complexe K
Stade 3 - ondes delta (§)

T WA e

sommeil REM (paradoxal)

Figure 1. Les différentes ondes cérébrales observées en EEG (Schmitz et al,, 2016).
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Les stades de sommeil s'organisent différemment au cours d’'une nuit, c'est ce qu'on appelle
I'architecture du sommeil. Apres le stade 1, le dormeur passe en stade 2 progressivement jusqu'au stade
3 puis en sommeil paradoxal. Ceci correspond a un cycle de sommeil qui va se renouveler jusqu'a la fin
de la nuit avec des réveils brefs entre chaque cycle. Le stade 3 va prédominer généralement en premiére
partie de nuit, dans les premiers cycles de sommeil et le sommeil paradoxal qui va, a l'inverse,
prédominer plutot dans les derniers cycles, a la fin de la nuit. Cette architecture est représentée a l'aide

d'un hypnogramme (figure 2).

Stades Architecture du sommeil

Eveil
REM
1

0:00 1:00 2:00 3:00 4:00 5:00 6:00 7:00

Heures

Figure 2. Architecture d'un sommeil normal d’un individu en bonne santé (adaptée de Hawkes, 2017).

1.2. Les fonctions du sommeil

Bien que le sommeil ait été étudié pendant des décennies, la question fondamentale de savoir
pourquoi nous devons dormir est encore partiellement sans réponse. Plus précisément, il existe
différentes fonctions du sommeil ou de la mise au repos de I'organisme pendant le sommeil qui peuvent
étre regroupées en différentes catégories : endocrinienne, métabolique et énergétique, immunitaire,
glymphatique et synaptique (Krueger et al. 1984, Benington et Heller.,, 1995, Tononi et al., 2006, Porkka-
Heiskanen et al. 2013, Besedovsky et al., 2012, Irwin et Opp, 2017, Schmitz et al., 2016).

L2.a. Fonction endocrinienne, métabolique et énergétique

L'une des hypotheses impliquerait le réle du sommeil et particulierement du sommeil profond,
dans la libération d’hormones, comme I'hormone de croissance, la prolactine et la rénine (Morgan et

Tsai, 2015). Une étude a montré que I'hormone de croissance (GH) et la prolactine atteignent leur pic de
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concentration pendant la nuit alors qu’a l'inverse la libération des hormones de stress (tel que le cortisol)
est supprimée durant la nuit de sommeil (Figure 3) (Lange et al 2010). La sécrétion de GH est
particulierement associée avec les ondes lentes bien que sa sécrétion se produit également en I'absence
d'onde lente. La sécrétion de prolactine augmente en début de nuit jusqu’a atteindre son pic au milieu
de la période de sommeil. Le cortisol, soumis au rythme circadien, atteint son pic de secrétion tot le
matin et diminue pendant la journée (Van Couter et al., 1991). La mélatonine, qui est I'hormone du

sommeil, est dépendante du cycle de lumiere/obscurité et est libérée le soir avant d‘atteindre son pic

tot le matin. Sa production et sa libération sont

controlées par la glande pinéale et sa — S°m|me"
-~  Evei

production est supprimée lors de |'exposition a

la lumiére du jour (Burgess et al.,, 2010). De plus,

Hormone Pas de rythme dans la
il existe une relation entre le sommeil, I'insuline de conditiond’éveil
N o croissance
et le controle du glucose. Une diminution de la
tolérance au glucose est observée pendant la
Mesor +
nuit. Bien qu'une diminution du métabolisme Amplitude +
. . Prolactine Acrophase <-
du glucose se produit pendant le NREMS, il a
été observé une augmentation de son
métabolisme également pendant I'éveil et le Niveau du nadir -
Réponse a l’éveil +
sommeil paradoxal (Boyle et al, 1994). Ces Cortisol
études démontrent le lien entre le sommeil et Pas de rythme dans
R . L. la conditiond’éveil
systeme endocrinien. Adrénaline

Figure 3. Fffet du sommeil et du systéme
circadien sur les systémes neuroendocriniens.
Concentrations de ['hormone de croissance
(GH), de la prolactine du cortisol, de
l'adrénaline et de la noradrénaline chez des
sujets sains pendant 24h dans une condition de
sommeil normal et une condjtion de privation
de sommeil (Lange et al 2010).

Noradrénaline

Niveaudu nadir—

20 23 07 20h

Au niveau énergétique, le sommeil a un réle crucial dans la restauration des stocks énergétiques

cérébraux modifiés par I'éveil (Benington et Heller, 1995, Petit et al, 2015). Le sommeil permet la
reconstitution des réserves d'énergie sous forme de glycogene cérébral. La production d'ATP (adénosine
triphosphate), issue du catabolisme du glucose, est la molécule la plus importante de I'énergétique

cellulaire (Dworak et al., 2010). L'ATP est un nucléotide formé d'un nucléoside, I'adénosine, dont la
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fonction alcool a été estérifiée par une chaine comportant trois molécules d'acide phosphorique unies
entre elles par deux liaisons dites pyrophosphoriques, qui vont, lors de leur hydrolyse, libérer beaucoup
d’'énergie. Une consommation de glucose moins élevée est observée pendant le sommeil lent profond
par rapport a I'éveil. De plus, la concentration d’ATP est positivement corrélée a I'amplitude des ondes
lentes résultant en une moindre consommation de la synchronisation des neurones et donc a une

augmentation de la concentration d’ATP (Dworak et al., 2011).

L2.b. Fonction immuno-inflammatoire

De nombreuses études ont montré que le cycle veille-sommeil est associé aux parametres
immunitaires tels que le nombre de leucocytes, leur fonction et leur proliferation ainsi qu‘a la production
de cytokines (Besedovsky et al., 2012, Irwin et Opp., 2017 ; Besedovsky et al., 2019, Lange et al., 2010,
Krueger, 2008, Dimitrov et al., 2015). Le nombre de cellules T naives indifférenciées et la production de
cytokines pro-inflammatoires augmentent pendant une nuit de sommeil, alors qu‘a I'éveil pendant la
journée il est observé une augmentation du nombre circulant de cellules immunitaires comme les
cellules NK (Natural Killer) cytotoxiques et de I'activité de cytokines anti-inflammatoires (Besedovsky et
al, 2012). L'activation de la réponse immunitaire va se faire a travers une cascade de signalisation
inflammatoire activant les facteurs de transcription du facteur nucléaire-kB (NF-kB) qui va conduire a la
transcription des génes de réponses immunitaires pro-inflammatoires, tels que TNF-a et IL-1 B, a la
traduction et a la production de ces cytokines pro-inflammatoires (Irwin et al., 2016). La cytokine pro-
inflammatoire, TNF-q, est impliquée dans le cycle veille/sommeil (Krueger, 2008). Une injection exogéne
d‘'une faible quantité de TNF-a induit le NREMS (Krueger, 2001). D'ailleurs apres une nuit de sommeil
normal, le taux de TNF-a diminue (Irwin et Opp., 2017, Rockstrom et al., 2018). Chez des malades, le taux
de TNF-a circulant est plus élevé que chez des personnes saines, entrainant une somnolence excessive
(Vgontzas et al,, 1997). D'autres cytokines, IL-6 et IL-1B sont aussi impliquées dans la régulation du
sommeil (Krueger, 2008, Besedovsky et al., 2019). En effet, I'administration exogéne d'IL-1[ entraine aussi
une augmentation de NREMS et a l'inverse, lorsqu’IL-1pB est inhibé cela engendre une diminution du
sommeil (Krueger et al., 1998). Aussi, le taux élevé d'IL-6 a été associé avec une perturbation du sommeil
et une durée plus élevée (Irwin et al., 2016). Les taux circulants d'IL-1B, de TNF-a et d’IL-6 ont un pic
dans la nuit ou tot le matin (Lange et al., 2010). Ces multiples études renforcent bien le role primordial

de l'inflammation dans le sommeil.

L2.c. Fonction glymphatique

Le sommeil assure une fonction glymphatique qui va étre responsable de I'élimination des

déchets cellulaires dans le cerveau. En effet, le cerveau, comme tous les organes, va produire des déchets
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et des toxines qui doivent étre évacués, comme les métabolites issus de la dégradation de substances,
par exemple le glycogéne, lors de I'éveil. Xie et al (2013) émettent le fait que le sommeil permet d'évacuer
ces métabolites. Chez la souris, le sommeil est associé a une augmentation de |'espace interstitiel, une
augmentation des échanges avec le liquide cérébrospinal et de la clairance des métabolites comme la
protéine B-amyloide (Xie et al., 2013). Chez I'hnomme, la présence de B-amyloide au niveau cortical a été

associée avec le sommeil (Mander et al., 2015).

L2.d. Fonction d’homéostasie synaptique

Pendant le sommeil, les sollicitations du cerveau vont diminuer et permettre aux synapses
d’'organiser et de trier les souvenirs pour que I'on mémorise mieux, participant ainsi a la plasticité
cérébrale. Il est connu que le sommeil, en particulier les ondes lentes, participe aux processus de
consolidation en mémoire de nouvelles informations avec pour fonction la promotion de la plasticité
cérébrale qui est le fondement des processus d'encodage, de restructuration, de consolidation, de
stockage en mémoire des informations et donc d'apprentissages. (Tononi et al., 2006, Diekelmann et
Born., 2010, Schmitz et al., 2016). Plusieurs études ont montré une amélioration de I'apprentissage et de
la mémorisation aprés une nuit de sommeil (Diekelmann et Born., 2010) alors que la performance
cognitive se dégrade au cours d'une période d'éveil prolongée (Goel et al. 2009a) et qu'elle est restaurée
de facon dose-dépendante par le sommeil (Banks et al. 2010). Différentes approches multidisciplinaires
existent pour expliquer la consolidation d'informations en mémoire pendant le sommeil, en particulier
le modéle de I'homéostasie synaptique. Ce modéle suggére que la consolidation mnésique est la
résultante d'un processus de recalibrage synaptique durant le sommeil. Lors de I'éveil, I'acquisition de
nouvelles informations entraine une augmentation de I'activité synaptique induisant une consommation
d’'énergie plus élevée des régions cérébrales impliquées dans I'apprentissage (Tononi et al.,, 2006, Tononi
et al,, 2014). Ces phénoménes entrainent la saturation du réseau neuronal associé et une diminution de
la plasticité cérébrale induisant une augmentation, par la suite, des ondes lentes. Ces événements
seraient moins importants au cours du sommeil (NREM) restaurant ainsi la plasticité cérébrale par
I'activité d'onde lente. Cette activité va favoriser le processus de dépolarisation et repolarisation
synaptique permettant la diminution de la force synaptique et ainsi d'éviter une saturation de la capacité

d'apprentissage (Tononi et al., 2006).
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L.3. Le cycle veille/sommeil

Le rythme circadien (appelé processus C) est un rythme biologique qui dure environ 24 h. Le
plus connu est le cycle veille/ sommeil. (Borbély 1982). Le processus C va avoir un signal d'éveil qui va
augmenter au cours de la journée puis diminuer au cours de la nuit, indépendamment du sommeil.
(Beersma et al., 2007). Ce rythme veille/sommeil est déterminé de maniére endogéne grace a une
horloge biologique interne. Cette horloge est principalement régulée par le noyau suprachiasmatique
(NSC), une zone de I'hypothalamus, qui est en relation avec les neurones promoteurs du sommeil lent
du noyau ventrolatéral pré-optique (VLPO) (Saper et al, 2005). I existe quand méme des
synchronisateurs qui vont moduler cette horloge biologique : I'alternance lumiere/ obscurité, le bruit, la
température corporelle, la prise alimentaire peuvent également jouer sur le cycle veille/sommeil. De plus,
de nombreux acteurs de I'horloge moléculaire sont impliqués dans le rythme circadien tels que
I'expression des genes Périod (Perl, Per2, Per3), les Cryptochromes (Cryl et Cry2) ainsi que deux
protéines (CLOCK et BMAL) (Franken et al., 2009).

Le processus homéostasique (appelé processus S) représente le besoin de sommeil qui
augmente en fonction du temps passé en éveil et diminue pendant le sommeil. Plus la personne veille,
plus la pression de sommeil, c'est-a-dire le besoin irrésistible de dormir, est élevée et a I'inverse, pendant

le sommeil, la pression de sommeil décroit (Beersma et al., 2007).

Un modéle considére l'alternance entre I'éveil et le sommeil qui résulte de ces deux processus S
et C (Daan et al., 1984). Selon ce modele, le processus S est régulé et contrdlé par le processus C, mais
aussi par d'autres influenceurs tels que I'hnygiene de vie (alimentation, travail de nuit), la qualité du lieu
de sommeil (lumiére, bruit, confort, température) et I'état de santé (prise de médicament, stress,

douleur). La pression des processus S et C s'accumule au nadir du rythme circadien (Figure 4).
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Cycle circadien veille sommeil | = Processus C
e " ...' ........ - P’ - — Processus S

Figure 4. Modéle des deux processus de régulation du cycle veille/sommeil Le processus S représente
le besoin de sommeil qui augmente au cours de I'éveil (E) et diminue pendant le sommeil (S). Sa variation
est limitée par le processus circadien C (ligne pointillée) qui varie en fonction de I'heure de la journée.
(Adaptée de Beersma et al,, 2007)

L'équilibre entre les systémes du sommeil et de I'éveil est principalement régulé par I'adénosine
(Porkka-Heiskanen, 2000), ainsi que par les cytokines pro-inflammatoires TNF-a et l'interleukine-1
(Krueger et al. 2008). L'adénosine, issue de la dégradation de I'ATP, et plus particulierement ses
récepteurs (A1, A2A, A2B, A3) vont avoir un réle crucial dans la régulation du cycle veille/sommeil, avec
une augmentation de sa concentration au cours de I'éveil prolongé (Huang et al., 2011). Ces quatre
récepteurs sont couplés a la protéine G, et plus spécifiquement, les récepteurs Al et A3 sont couplés a
la famille Gi alors que les récepteurs A2A et A2b sont couplés aux Gs (Fredholm et al., 1988, 2005). Des
études ont montré I'implication plus particuliére des récepteurs Al et A2A dans I'induction du sommeil
par I'adénosine (Huang et al.,, 2011, Fredholm et al., 2005). Les récepteurs Al sont fortement exprimés
dans le cortex, I'hippocampe et le cervelet. Chez 'homme, un éveil prolongé va entrainer une up-
régulation du récepteur Al (Elmenhorst et al., 2007). Pour le récepteur A2A, une forte concentration
dans le striatum, le noyau accumbens et le bulbe olfactif a été démontrée (Fredholm et al., 2005). Chez
I'animal, I'administration d'agoniste aux récepteurs A2A induit une augmentation du sommeil NREM
(Satoh et al., 1996). Chez I'homme, le polymorphisme du géne du récepteur A2A est impliqué dans la
variabilité interindividuelle des réponses du sommeil et de la caféine (Rétey et al.,, 2007, Bodenmann et
al., 2012). L'activation des récepteurs A2A dans les cellules leptoméninges ou dans le noyau accumbens
augmente l'activité du VLPO permettant I'induction du sommeil par inhibition des structures de I'éveil

(Scammell et al., 2001). Le taux d'adénosine est diminué en partie par I'enzyme adénosine désaminase
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(ADA) qui est particulierement présente lorsqu’il y a un niveau élevé d'adénosine (Figure 5). Le récepteur
A2A est colocalisé avec les récepteurs a la dopamine DRD2 (Missale et al., 1998) qui est impliqué, a

I'inverse, dans le maintien d'éveil (Qu et al., 2010). L'implication des récepteurs A2A et D2 est importante

dans la régulation du cycle veille/sommeil, de maniére différente.
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Figure 5. Représentation de la formation, du métabolisme et du transport de 'adénosine au niveau

€cto.-

neuronal (Urry et Landolt 2015)
Il est également connu que la régulation du cycle veille/sommeil est régulée par les structures

du tronc cérébral et de I'hypothalamus. Selon le modéle « flip-flop » (Figure 6), les neurones du VLPO

inhibent les neurones de la veille pendant le sommeil et les neurones de la veille inhibent ceux du noyau
ventrolatéral pré optique pendant la veille (Saper et al., 2005). Ce modeéle est basé sur une inhibition
réciproque entre le systéme du sommeil, représenté par le VLPO, et le systeme d'éveil, représenté par le

noyau tubéro-mamillaire (TMN), le noyau locus coeruleus (LC) et le noyau raphé dorsal (RD).
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Figure 6. Modéle fljp-flop (adaptée de Saper et al, 2005). Pendant le sommeil grace au GABA
(neurotransmetteur inhibiteur), les neurones du VLPO sont actifs et inhibent les neurones d‘éveil,
monoaminergiques. De la méme maniére, pendant I'éveil, ces derniers inhibent les neurones du VLPO.
Les neurones a orexine jouent un réle modulateur : ils sont actifs pendant I'éveil et renforcent le tonus
monoaminergique.

Le systeme d'éveil ascendant envoie des projections a travers tout le cerveau antérieur via le
tronc cérébral et I'hypothalamus postérieur. Ce systéeme d'éveil comprend deux branches principales : la
premiére branche, ayant deux structures cholinergiques du tronc cérébral et du cerveau antérieur basal,
est a l'origine de projection vers le noyau thalamique (LDT, PPT) qui active les neurones relais et les
noyaux réticulaires essentiels a la transmission thalamo-corticale régulant ainsi I'activité corticale. La
deuxieme branche extra thalamique a pour origine les neurones des noyaux aminergiques, a savoir les
neurones du noyau tuberomamillaire (TMN) a histamine (HIST), les neurones du raphé a sérotonine
(5HT), les neurones du locus coeruleus (LC) a noradrénaline (NA), qui projettent de maniere diffuse a
travers le cerveau antérieur en régulant l'activité corticale et hypothalamique. Les neurones
cholinergiques, les cellules monoaminergiques et les noyaux orexine/hypocrétine de I'hypothalamus
latéral situé le long des deux branches du systéme d'éveil ascendant se déchargent pour favoriser
I'excitation corticale contribuant a maintenir I'éveil. Parce que les neurones VLPO n’ont pas de récepteurs
orexine, les neurones orexines servent principalement a renforcer le ton monoaminergique, plutét qu'a

inhiber directement le VLPO (Saper et al., 2005).

Le sommeil comprend le systéme d'éveil gabaergique (GABA) du noyau VLPO et se projette sur

le systeme d'éveil. Les neurones du VLPO (ventrolatéral pré optique) vont avoir un r6le important dans
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le processus d'induction et de maintien du sommeil (Saper et al., 2005). En effet, une lésion du cluster
VLPO et du VLPO entraine une diminution du sommeil NREM et REM chez I'animal (Lu et al., 2000). Les
neurones du VLPO sont spécifiquement activés pendant le sommeil et innervent les systemes
monoaminergiques de I'hypothalamus et du tronc cérébral qui participent a la modulation de I'excitation

corticale (systéme d'éveil).

1.4. Les troubles du sommeil

D'aprés Léger et al. 2019, la durée physiologique de sommeil serait en moyenne chez le jeune
adulte (25 a 45 ans) de 7h14. On peut qualifier une durée physiologique de sommeil celle qui permet
de se sentir reposé a I'éveil sans somnolence diurne rencontrée dans la journée. Pourtant, la moyenne
de sommeil est de 6h45 (Bulletin épidémiologique hebdomadaire de Santé Publique France ; BEH, 2019).
D’apres I'étude de Hirshkowitz et al (2015), il est recommandé d'avoir un temps total de sommeil comprit
entre 7-h et 9-h chez I'adulte normal. A l'inverse, il est fortement déconseillé de dormir moins de 6-h ou

plus de 10-h (Hirshkowitz et al., 2015).

De plus, les troubles du sommeil touchent plus d'un tiers des francais. Une étude récente a
démontré que 35,1% de la population était en dette de sommeil (>60min) et 24,2% était en dette sévere
de sommeil (>90min). De plus, 26.2% de la population déclarent des symptomes suggérant une
insomnie chronique, qui touchent particulierement les travailleurs de nuit (Pepin et al., 2018). Dans cette
étude, au total 12,4% se plaignent de somnolence diurne modérée avec 29,6% des sujets indiquant un
risque d’'apnée du sommeil. Ces troubles du sommeil peuvent étre de diverses origines et avoir de

nombreux impacts sur la santé.

L4.a. Les différents types de troubles du sommeil

La récente publication de la troisieme édition de la classification internationale des troubles du
sommeil (Sateia, 2014) a différencié sept types de troubles du sommeil : I'insomnie, les troubles
respiratoires du sommeil (tels que les apnées centrales et/ou obstructives), les troubles centraux
d'hypersomnolence (tels que I'hypersomnie ou la narcolepsie), les troubles du rythme circadien
(décalage horaire, retard ou avancé de la phase veille-sommeil, travail posté), les troubles moteurs
(syndrome des jambes sans repos, bruxisme), les parasomnies (paralysie du sommeil, somnambulisme,
trouble de I'alimentation) ou encore d'autres troubles du sommeil. Les troubles du sommeil les plus

fréquents sont I'insomnie et les apnées du sommeil.
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L'insomnie est une plainte de mauvais sommeil, trop court, non récupérateur et un
retentissement sur la qualité de I'éveil du lendemain. Elle est aiglie ou chronique (symptdmes inférieurs
ou supérieurs a 3 mois). Elle se définit par la présence de différents criteres comme une plainte de la
quantité ou de la qualité du sommeil (difficulté a s’endormir, réveils fréquents et/ou précoces), une
détérioration au niveau de l'entourage (sociales, professionnelles, comportementales etc), d'une
difficulté a s'endormir (> 2 nuits par semaine) depuis plus de trois mois malgré les bonnes conditions
d'endormissement, sans autres troubles du sommeil ou mentaux et sans I'utilisation de substance.

(Pavlova et al., 2019 ; Léger et al., 2012).

Le syndrome d’apnée du sommeil est caractérisé par un arrét du flux aérien d'une durée
supérieure ou égale a 10 secondes, par une somnolence diurne excessive souvent observé chez des
personnes en surpoids ou obese. La respiration est reprise lors d'un bref réveil ou d'un allegement du
sommeil. L'arrét respiratoire se définit par un index d'apnée par heure (IA) ou un index d'apnée -

hypopnée (IAH). Il existe trois types d'apnée : les apnées obstructives, centrales ou mixtes.

L'hypersomnie est caractérisée par une somnolence diurne excessive avec des acces de
sommeil incontrdlables et un allongement du temps total de sommeil supérieur a 10-h par jour, avec un

réveil difficile et des siestes longues n'ont récupératrices.

Plusieurs études ont ainsi montré une prévalence de I'hypersomnolence majeure et une
prévalence élevée de troubles du sommeil chez des militaires (Pierres et al., 2016). Plus particulierement,
de nombreux militaires et civils sont atteints du syndrome de stress post-traumatique (PTSD) entrainant
ainsi une difficulté de maintien du sommeil. Les personnels atteints de ce syndrome présentent une
diminution du temps total de sommeil et de son efficacité associée a une augmentation du nombre
d’éveils nocturnes et une modification anormale de la structure du sommeil (Zhang et al., 2019). Cela

majore la survenue de dettes de sommeil.

L4.b. Les bilans des troubles du sommeil :

Les bilans des troubles du sommeil se font a travers différents outils d'exploration (Léger et al.,

2012) : les auto-questionnaires, I'actimétrie ou encore des examens plus spécialisés.

Pour fes auto-questionnaires, des questionnaires principaux peuvent étre utilisés comme :

I'agenda du sommeil qui permet d'évaluer ses horaires de coucher et lever, le temps d’endormissement,
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le nombre et la durée des éveils nocturnes et également la qualité de sommeil subjective. L'index de
qualité du sommeil de Pittsburgh (PSQI), qui est une auto évaluation de la qualité du sommeil et des
troubles du sommeil (Buysse et al.,, 1989). Le questionnaire du sommeil du centre du sommeil de I'Hotel
Dieu qui permet d'évaluer qualitativement et quantitativement le sommeil et identifier les différentes
pathologies (Léger et al., 2011). Léchelle de sévérité de I'insomnie (IS]) qui évalue les différents criteres
de l'insomnie. L‘échelle de somnolence Karolinska (KSS) qui permet d’évaluer la somnolence immédiate
(Akerstedt et Guillberg, 1990). Le questionnaire Epworth qui permet d'évaluer la somnolence diurne
excessive et qui se compose de huit questions (Johns, 1991). Le questionnaire d’Horne et Ostberg qui
permet une auto-évaluation pour déterminer le chronotype d’'un individu (Horne et Ostberg, 1976). Et
également /échelle d'évaluation de la sévérité de I'anxiété et de la dépression (HAD) qui permet de

dépister ces troubles.

L'actimétrie vient compléter les renseignements donnés par lI'agenda du sommeil. C'est un
accélérometre qui se porte comme une montre au poignet non dominant (jour et nuit) sur une période
de trois semaines. L'appareil donne des informations sur le rythme activité-repos et veille-sommeil. Les
résultats obtenus sont sur les horaires de lever-coucher, le temps passé au lit, le nombre et durée des

éveils et le chronotype de I'individu.

Les examens spécialisés comme la polysomnographie ou polygraphie ventilatoire, peuvent étre
réalisés en cas de sommeil conservé mais non réparateur, somnolence diurne excessive sans explication
(sans dépression, trouble du rythme, insomnie complexe, dette de sommeil) ou encore suspicion de

syndrome d'apnée du sommeil (SAS)

I.5. La dette de sommeil

Pour la population générale, I'athlete ou le militaire en milieu opérationnel, la privation de
sommeil totale ou chronique, souvent associée a d'autres contraintes, peut générer un état de fatigue
qui pourrait étre délétere a court et moyen terme pour sa santé, voir ses performances ou sa capacité

opérationnelle (Figure 7).
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Figure 7. La fatigue opérationnelle du militaire induite par des contraintes multifactorielles.
L5.a. Les conséquences sur I'humeur

Lorsqu’on est privé de sommeil, on a tendance a beaucoup somnoler la journée. Seulement,
l'augmentation de I'état de somnolence n'est pas le seul critéere dégradé par la privation totale de
sommeil. En effet, de nombreuses études ont observé la relation entre la privation de sommeil, I'humeur
(anxiété, etc...) et les performances cognitives, a commencer par une dégradation de I'attention soutenue
puis des processus exécutifs (I'inhibition, la mémoire, la prise de décision etc...) (Goel et al., 2009a;

Killgore, 2010).

Apres une privation de sommeil, une augmentation de la somnolence, évaluée subjectivement
par une échelle de somnolence (KSS) ou encore du nombre de micro sommeil est observée (Arnal et al.,
2015, Sauvet et al., 2020), ainsi qu'un changement de I'humeur (Vardar et al., 2007 ; Saadat et al., 2016).
En effet, la privation de sommeil augmente le risque de « mauvaise humeur » avec une augmentation
de lirritabilité, de la colére, de la fatigue, de la confusion, de se sentir tendu, et de l'anxiété
accompagnées par une diminution de la vigueur, de I'énergie et de la confiance (Vardar et al., 2007 ;

Saadat et al., 2016).
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L5.b. Les conséquences sur les performances cognitives

Pour une bonne réactivité face aux situations de la vie de tous les jours, il est important d'avoir
une fonction optimale de I'activité neuronale dans les régions cérébrales impliquant la mémoire (cortex
frontal et hippocampe), I'émotion (amygdale) et la régulation du cycle veille sommeil (hypothalamus
antérieur et le noyau supraoptique) (Nowrangi et al., 2014). Cependant, la dette de sommeil va perturber

ces multiples capacités cognitives.

Dans un premier temps, I'attention soutenue est I'une des taches cognitives trés dégradée par
la privation de sommeil, et a été largement étudiée par le test de vigilance psychomotrice (PVT). Elle est
caractérisée par une augmentation du temps de réponse, du nombre de lapses et une diminution de la
vitesse de réponse (Lim et Dinges, 2008 ; Van dongen et al,, 2003 ; Basner et Dinges, 2011, Sauvet et al.,
2020 ; Arnal et al., 2015 ; Whitney et al., 2015). Dans I'étude de Whitney (2015), on observe une forte
dégradation de l'attention soutenue illustrée par I'augmentation du nombre de lapses pendant une
période de 62 heures d'éveil continu (Figure 8).

Temps d'éveil continu pendant la condition privation de sommeil
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Figure 8. Effet de la privation totale de sommeil sur le nombre de lapses au test de vigilance
psychomotrice. (adaptée de Hudson et al,2019 et de Whitney et al, 2015).

Cependant, la privation de sommeil n'affecte pas seulement l|'attention soutenue mais
également les fonctions exécutives ainsi que des taches cognitives plus complexes. De précédentes
études ont montré I'effet de la privation de sommeil sur les capacités exécutives, telles que l'inhibition,
la mémoire, et la prise de décision (Killgore 2010 ; Rabat et al., 2019 ; Sauvet et al., 2020). L'habilité a

s'inhiber est cruciale dans I'adaptation, pourtant, une nuit de privation de sommeil entraine une
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dégradation des performances sur la capacité d'inhibition illustrées par une augmentation du nombre
d'erreurs et une augmentation du temps de réaction sur les réponses correctes (Rabat et al., 2019 ;

Sauvet et al., 2020).

De méme, la privation de sommeil va entrainer une dégradation des performances de mémoire
(Killgore et al., 2010). Thomas et ses collaborateurs ont observé une diminution de la consommation
d’'énergie métabolique pendant une privation de sommeil dans le cortex préfrontal dorsolatéral qui est
une des régions impliquées dans la mémoire de travail (Thomas et al., 2000). De plus, une dégradation
de la mémoire de travail a été observée pendant une privation de sommeil illustrée par une diminution
du taux de bonnes réponses au 2back associée a une augmentation du temps de réponse pour les
réponses correctes (Sauvet et al., 2020 ; Rabat et al., 2019). Enfin, sur les capacités de prise de décision,
investiguées par l'utilisation de la tache de I'lowa Gambling Task (IGT) (Bechara et al., 1994), une prise
de risque plus élevée, tendant vers un gain court et rapide mais devenant une perte a long terme, est

observée pendant une privation de sommeil (Killgore et al.,, 2006 ; Killgore et al., 2007).

La dette de sommeil va également dégrader les performances sur simulateur de conduite
illustrée par l'augmentation du nombre de franchissements inappropriés latéral de ligne et

I'augmentation de la déviation standard de la position (Matthews et al., 2012 ; Sagaspe et al., 2008).

Cette dégradation des performances cognitives semble étre modulée par I'implication de
mécanismes neurobiologiques qui régulent le cycle veille/sommeil tels que I'adénosine et les cytokines
pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B) (Krueger, 2008 ; Krueger et al., 2008 ; Krueger et al., 2010 ; Chennaoui
et al 2014., Chennaoui et al,, 2011). En effet, 'augmentation de la demande d'énergie pendant I'éveil
entraine une augmentation de la dégradation de I'ATP, augmentant les concentrations d’'adénosine
intracellulaire et extracellulaire. Une augmentation de la concentration d'adénosine extracellulaire est
observée particulierement dans le prosencéphale basal (Porkka-Heiskanen et al., 2000). De plus, I'ATP
dérivé des astrocytes (glyotransmission) va activer les récepteurs purinergiques (P2X7) induisant une
libération des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-1f3 dans le milieu extracellulaire (Krueger et al.,
2008, Krueger et al., 2010). Cette libération de cytokines pro-inflammatoires en retour va activer le
facteur de transcription NF-kB induisant des changements d'activité du récepteur adénosinergique Al
donc de réponse a l'adénosine, et d'un des récepteurs glutamatergique (AMPA) donc de réponse au

neurotransmetteur glutamate (Figure 9).
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Figure 9. Régulation biochimique du sommeil (Krueger et al, 2016).
L5.c. Les conséquences sur les performances physiques

La dette de sommeil est fortement présente dans la population d'athlétes (Mah et al., 2018).
Aujourd’hui, on sait que la privation totale de sommeil a des effets néfastes sur les performances
physiques, malgré des résultats variables dans la littérature (Fullagar et al., 2015). En effet, la privation
totale de sommeil diminue les performances aérobies (Cullen et al., 2019). Le temps passé a la tache
jusgqu'a épuisement diminue significativement pendant une privation totale de sommeil, associé avec
une augmentation de la perception a l'effort (Temesi et al, 2013 ; Cullen et al, 2019). Dans de
nombreuses études, une diminution de ce temps jusqu’a épuisement a été observée apres une privation
de sommeil (Martin, 1981 ; Temesi et al., 2013 ; Daaloul et al,, 2018). Cependant toutes les études ne
montrent pas forcément de différence ce qui peut étre expliqué par la différence de protocole sur
I'intensité de I'exercice, la durée de I'exercice, la durée d'éveil continu mais également par le créneau

horaire de la journée pendant lequel est effectué I'effort (Vaara et al.,, 2018).

Egalement, la privation va avoir des effets sur la performance anaérobie (Fullagar et al., 2015).
Soussi et ses collaborateurs montrent un effet significatif sur les performances au test de Wingate avec
une diminution du pic de puissance et de la puissance moyenne aprés 36-h de privation totale de
sommeil (Souissi et al., 2003). Cette équipe a également observé, sur I'évaluation Force-Vitesse, une

diminution de la puissance maximale et de la vitesse V, aprés 36-h d'éveil sans dégradation de la Force
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Fo (Souissi et al, 2003). La performance de détente verticale (counter movement jump, CMJ) est
significativement diminuée aprés une privation partielle de sommeil (Daaloul et al., 2018, Cullen et al.
2019). Skein et al. (2011) ont observé une augmentation du temps de sprint ainsi qu'une distance
parcourue plus faible sur 10 min. La concentration du glycogéne musculaire, avant exercice, était plus
faible aprés une privation totale de sommeil ce qui pourrait étre une des raisons de la diminution des

performances (Skein et al,, 2011).

Enfin, une altération des performances au tir est observée, lors d'une privation totale de sommeil,
avec une diminution du nombre de cibles touchées et une augmentation de I'écart entre le tir et le
centre de la cible (Lieberman et al., 2002 ; Tharion et al., 2003). La privation de sommeil entraine une
diminution de 37,5% du nombre de cibles touchées et une augmentation de 38% entre le centre de la

cible et le tir (Tharion et al., 2003).

L5.d. Les conséquences sur les réponses endocriniennes, inflammatoires et métaboliques.

Il a été montré que la privation totale de sommeil diminue les concentrations de I'hormone
anabolisante testostérone chez I'homme (Arnal et al, 2016b). La privation de sommeil diminue
également la concentration de prolactine et de cortisol (Dimitrov et al., 2015, Arnal et al,, 2016b). La
diminution des concentrations circulantes de la prolactine aprés une privation de sommeil pourrait étre
expliquée par 'augmentation de I'activité dopaminergique qui est son inhibiteur principal (Volkow et al.,,
2008). Enfin, la privation de sommeil diminue les concentrations du facteur de croissance IGF-1 au

niveau circulant chez 'hnomme (Chennaoui et al., 2014).

La privation totale ou encore la restriction de sommeil augmente les réponses immuno-
inflammatoires (Chennaoui et al, 2011, Sauvet et al, 2015). Chez I'homme, une augmentation
significative du taux plasmatique de TNF-a est observée apres 34 a 37 heures d'éveil continu (Chennaoui
et al,, 2011), avec une augmentation des ARN messagers codant TLR4, TNF-«a et le récepteur soluble R1
a TNF-a (Chennaoui et al., 2014). L'élévation des concentrations circulantes et des ARN messagers
codant TNF-a et IL-1B a été observée pendant la restriction de sommeil (Sauvet et al, 2015).
L'augmentation des cytokines serait également liée a I'activation du systéme nerveux sympathique
associé a une libération de noradrénaline lors de la privation de sommeil (Irwin et Cole 2011). Aussi, une
modification des parametres cardiovasculaires est observée lors d'une privation de sommeil de 48-h
d'éveil continu, illustré par I'augmentation de la composante haute fréquence du spectre de puissance
de la variabilité cardiaque (HRV) (Crooks et al., 2019). Par ailleurs, la noradrénaline est impliquée dans la

régulation glucidique, ce qui peut expliquer que les métabolismes de l'insuline et du glucose sont
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également affectés par la restriction de sommeil illustrés par une réduction de la tolérance au glucose

(Spiegel et al., 1999) et I'augmentation de la résistance a l'insuline (Buxton et al., 2010).
L5.e. Les conséquences sur la santé

La dette de sommeil est associée a une diminution de la réponse vaccinale (Prather et al., 2012),
une augmentation du risque de maladies infectieuses (Cohen et al., 2009), une augmentation du risque
de maladies cardiovasculaires et de risque de cancer (Von Ruesten et al., 2012), une prise pondérale
(Bayon et al., 2014), de diabete (Lin et al., 2018), de stress, d'anxiété et de dépression (Slavich et Irwin
2014). Egalement, la dette de sommeil entraine une dysfonction endothéliale avec modification de la
vasodilatation induite par I'administration de MCh induisant une vasodilatation et augmentant le risque
cardiovasculaire (Sauvet et al., 2015). Elle est aussi associée a une diminution de la tolérance au froid, ce
qui pourrait étre particulierement pénalisant pour le sportif ou le militaire parfois contraints a des

entrainements en ambiance thermique froide (Sauvet et al,, 2015).

Egalement, certains secteurs professionnels sont exposés a des horaires atypiques, comme le
travail de nuit, qui peuvent entrainer de multiples conséquences sur la santé : des risques de troubles
du sommeil avec une augmentation de la somnolence et une diminution de la qualité et de la quantité
de sommeil, des troubles métaboliques (obésité, diabéetes de type 2), cardiovasculaires, psychiques et

des effets potentiellements cancérigénes?.

Il est important de prendre en compte I'existence d’'une grande variabilité interindividuelle des
réponses a la dette totale de sommeil (Satterfield et al., 2015, 2017, 2018 ; Bachmann et al., 2012a;
Bodenmann et al., 2012). Trés peu d'études ont observé l'influence de cette variabilité interindividuelle,
particulierement le polymorphisme génétique, sur les performances cognitives complexes, sur les

performances physiques, de tir ou encore la performance en conduite.

2 Avis N° 2011-SA-0088 (2016) de I'Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de
|'environnement et du travail.
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I.6. Les contre-mesures existantes

Afin de lutter contre les effets de l'altération du cycle veille/sommeil induits par les opérations
continues ou soutenues, des méthodes préventives, immédiates et a posteriori, peuvent étre utilisées. Il
existe différents types de contre-mesures (Arnal et al., 2015 ; Sauvet et al., 2019 ; Kubo et al., 2007 ; Magill
et al, 2003 ; Killgore et al., 2008 ; Sauvet et al., 2019 ; Wesensten et al., 2001 ; Faraut et al., 2020).

Dans un premier temps, il existe des contre-mesures comportementales comme la pratique de
sieste, d'extension de sommeil, d'exercices physiques, la nutrition, ou encore de luminothérapie. La sieste
peut étre modulée par sa durée et son créneau horaire et elle va permettre de limiter la dégradation des
performances cognitives pendant une dette de sommeil (Kubo et al., 2007). L'extension de sommeil, qui
représente l'allongement du temps de sommeil habituel, peut étre modulé par son temps de sommeil
total, par la période de sommeil augmentée (début ou fin de nuit) mais aussi par le nombre de nuits
d‘extension de sommeil (sur quelques jours ou sur plusieurs semaines). Cette stratégie va étre utilisée
dans un but préventif, et va permettre de limiter la dégradation de certaines performances cognitives et
physiques induite par la privation totale de sommeil (Arnal et al., 2015 ; Mah et al., 2011 ; Rabat et al.,
2019; Rupp et al, 2009). L'activité physique (programmes d’'entrainement intense sur plusieurs
semaines) peut avoir des vertus pour lutter contre la dégradation des performances attentionnelles
(Sauvet et al, 2020). En effet, Sauvet et al. (2020) ont montré I'effet bénéfique de sept semaines
d'activités physiques sur les performances de l'attention soutenue pendant une privation totale de
sommeil. L'exposition a la lumiére est également un des principaux synchronisateurs utilisés chez les
personnes ayant des troubles du rythme circadien ou encore chez les travailleurs de nuit (Léger et al.,
2018). Lors d'une dette de sommeil, I'exposition a la lumiere bleue a entrainé une amélioration des

performances cognitives (Faraut et al., 2020).

Dans un second temps, il existe les contre-mesures nutritionnelles comme certains apports en
acides aminés. En effet, la tyrosine va entrainer une amélioration des performances d'attention durant
un éveil continu (Magill et al,, 2003). Cependant, la contre mesure nutritionnelle la plus connue pour son
effet éveillant est la caféine. Elle va étre un des principaux éléments composant cette these. Elle peut
étre trouvée sous forme alimentaire mais également sous sa forme galénique, la caféine a libération

prolongée.
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Lé6.a. Les contre-mesures pharmacologiques

Il existe plusieurs substances pharmacologiques prescrites dans l'armée frangaise. Plus

particulierement, deux médicaments peuvent étre utilisés et sont hautement encadrés : La caféine a

libération prolongée (CLP) et le modafinil.

La caféine a libération prolongée (CLP) est un médicament sous forme galénique de la caféine
qui est utilisée pour son effet éveillant. Elle est donnée en quantités de 300mg renouvelées toutes les
12 heures. Sa fabrication est uniquement développée par la Pharmacie Centrale des Armées. La CLP
permet le maintien d'un taux plasmatique de caféine pendant 6 heures en évitant les effets secondaires
de la caféine connue sous sa forme de café (Figure 10). Lors de protocoles de privation totale de sommeil,
I'ingestion de CLP limite la dégradation de la vigilance et des performances cognitives (Lagarde et al.,
2000 ; Beaumont et al,, 2001). De méme, la dégradation des performances de conduite, induite par la
privation partielle de sommeil, est diminuée grace a I'absorption de CLP (De Valck et al., 2001). La caféine

a libération prolongée semble n'avoir aucun effet indésirable sur la récupération aprés une longue

période de privation de sommeil (Beaumont et al., 2005).
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Figure 10. Pharmacodynamie de la caféine (128 mgq) et de la caféine a libération prolongée (Caféine LP
300mg SSA) (Beaumont et al, 2004).

Le modafinil est un composé non amphétaminique favorisant I'éveil. Il est utilisé généralement
pour traiter la somnolence diurne excessive chez des patients atteints de narcolepsie, d'apnée
obstructive, ou encore d'hypersomnie. Lors d'un protocole de privation totale de sommeil, plusieurs

études ont montré I'efficacité du modafinil a limiter la dégradation des performances sur la vigilance,
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I'attention, les processus exécutifs et la mémoire (Wesensten et al., 2001, Wesensten et al., 2005 ; Killgore

et al,, 2008 ; Sauvet et al.,, 2019) (Figure 11).

Dans l'armée francaise, l'utilisation du modafinil et de la caféine a libération prolongée est
réglementée®. La posologie recommandée, dans le contexte d'une situation opérationnelle
exceptionnelle, est un comprimé de 100mg jusqu'a 200mg maximum avec un traitement renouvelé

toutes les huit heures.
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Figure 11. Vitesse moyenne au PVT en fonction des cinqg conditions pharmacologiques pendant une

privation totale de sommelil. (Wesensten et al, 2001)

Afin de limiter au maximum la dégradation des performances suite a une dette de sommeil, il
est possible de combiner différentes contre-mesures. La plus connue est la combinaison d’'une sieste
avec la prise de caféine qui permet de maintenir les performances cognitives et |'attention soutenue a

un niveau proche de la condition contrdle, pendant une privation de sommeil (Bonnet et al.,, 1994).

3 IM n°744 relative sur I'utilisation militaire de substances modifiant la vigilance
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Les amphétamines sont également utilisées comme contre-mesure pendant des privations de
sommeil. En effet, Wesensten et al. (2005) ont montré que la dextroamphétamine améliore, pendant une
privation totale de sommeil, la vitesse au PVT, diminue la somnolence, et augmente le temps de latence
en stade 2 (Wesensten et al.,, 2005). Cependant, cette contre-mesure, utilisée au Etats-Unis, est interdite

en France.

En résumé:

> Le sommeil est indispensable pour maintenir 'homéostasie de I'organisme.

> Les différentes fonctions du sommeil sont les fonctions endocriniennes, métaboliques et
énergétiques, immunitaires, glymphatiques et synaptiques.

»  Le cycle veille/sommeil est régulé par une inhibition réciproque entre le systéme du sommeil
(VLPO) et le systeme d'éveil (noyau tubéro-mamillaire, locus coeruleus et raphé dorsal).

> Les différents troubles du sommeil, tels que I'insomnie, touchent plus d'un tiers de la population
francaise et pouvant entrainer des dettes de sommeil.

> La dette de sommeil (privation et/ou restriction) va entrainer une dégradation des performances
cognitives et physiques ainsi qu'une modification des réponses immuno-inflammatoires,
endocriniennes, métaboliques et cardio-vasculaires.

> Pour limiter ces altérations, il existe de multiples stratégies comportementales, nutritionnelles

ou pharmacologiques qui peuvent étre utilisées en prévention, dans I'immédiat ou a posteriori.

Apreés avoir évoqué les généralités sur le sommeil et les dégradations liées a la dette de sommeil,
nous appréhenderons dans le chapitre suivant la pharmacocinétique et la pharmacodynamie de la

caféine, 'une des contre mesures les plus utilisées pour limiter les effets de la dette de sommeil.
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IL. La caféine

I1.1 La structure

D'aprés I'Union internationale de chimie pure et appliquée (UICPA), le 1,3,7-triméthyl-1H-
purine-2,6-dione ou encore la caféine est un pseudo-alcaloide, c'est-a-dire une substance chimique
organique d‘origine végétale a bases azotées mais non dérivée d'un acide aminé (Figure 12). Elle se
forme lorsque trois groupes méthyl (CH3) sont substitués sur la composé parent xanthine. La caféine
appartient donc a la famille des méthylxanthines et sa formule chimique brutes est CgH1oN4O.. La caféine,

sous sa forme pure, se présente sous la forme d'une poudre blanche ayant un go(t extrémement amer.
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Figure 12. Molécule chimique de la caféine

I.2 La consommation de caféine
Il.2.a. Produits a base de caféine

La source alimentaire de caféine la plus courante dans le monde est le café. Cependant, la caféine
peut également provenir de différents aliments tel que le thé, le chocolat, le cola, les boissons
énergisantes, les médicaments ou encore les suppléments pour sportifs (Rochat et al., 2018, McLellan,

2016).

Aujourd’hui, un nombre élevé de boissons dites « énergisantes » contienne des quantités en
caféine allant de 50 mg a une dose tres élevée de 500 mg par bouteille. De plus, la quantité de caféine
contenue dans une tasse de café peut varier en fonction de sa provenance (arabica, robusta...), de la
température de I'eau, de la pression, du temps d'infusion mais aussi de la torréfaction (tableau 1). Selon
la source, les données varient sur la teneur exacte en caféine des différentes boissons, de I'aliment ou

du médicament (Tableau 1) (Cappelletti et al., 2015).
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Tableau 1. Quantités de caféine dans les boissons, aliments ou supplémentations (adapté de Mclellan,
2016 et Cappelletti et al, 2015).

L. el Caféine
Aliments Caféine Quantite (mg/quantité
(mg/100ml) servie (ml) .
servie)
Filtre 60-100 150 90-150
Café Expresso 100-165 60 60-99
Instantané 27-72 150 40-108
Décaféiné 1-3 150 2-5
Infusé 1 min 6-22 150 9-33
Infusé 5 min 13-33 150 20-50
Thé Thé glacé 6-10 350 22-36
Vert 18-21 180 33-37
Noir 36-41 180 68-72
Chocolat chaud 1-5 175 2-8
Produits Chocolat au lait 1-3 235 2-7
chocolatés Lait au chocolat 3-50 30 1-15
Chocolat noir 115 30 35
. Coca cola ® 10 350 35
Boissons au cola .
Coca light ® 13 350 47
Boissons Covaine ® 120 235 280
énergisantes Monster ® 34 235 80
Redbull ® 34 235 80

IL.2.b. Consommation de la population

En France, la consommation moyenne de caféine est d'environ 243 mg/jour par adulte. Dans
notre étude, elle a été évaluée a environ 3,5mg/kg/jour dans une population de 1024 participants agés
entre 18-60 ans (Erblang et al., 2020). D'aprés les perspectives de I'Organisation internationale du café

(ICO) en 2015, la consommation mondiale de café devrait continuer sa progression.

Cependant, des effets secondaires (insomnie, tachycardie, etc) sont observés lors d'une
consommation excessive de caféine (>600mg). La dépendance a la caféine peut survenir a partir de 130-
600mg/j. Cette dépendance est observée par une envie incontrolable de consommer de la caféine lors
d'une période d'abstinence. Un surdosage a la caféine peut étre observé a partir de 1g/j. Sa

consommation peut étre également Iéthale si elle dépasse 10 g (Reissig et al., 2009).

Le sevrage a la caféine va entrainer plusieurs symptdmes : le principal symptome étant les maux
de téte. D'autres symptomes comme la somnolence, I'hnumeur (diminution du bien-étre, irritabilité,
dépression), la difficulté a se concentrer, des nausées apparaissent aprés un arrét de consommation de

caféine (Juliano et Griffiths, 2004).
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La toxicité a la caféine se définit par des symptdmes spécifiques qui résultent de sa
consommation : l'anxiété, l'agitation psychomotrice, I'insomnie, les troubles gastro-intestinaux, des

tremblements, une tachycardie, voir méme un déces (Reissig et al., 2009, Rudolph et Knudsen., 2010).

L'Agence nationale de sécurité sanitaire de |'alimentation, de I'environnement et du travail
(ANSES) a observé que 30% des adultes dépassaient le seuil considéré comme générateur d'anxiété et
que 18% des enfants/adolescents dépassaient le seuil de développement d'une tolérance a la caféine.
Pour éviter les effets indésirables, I'addiction, le surdosage ou encore la toxicité liée a la caféine, des
recommandations ont été formulées par cette agence et plus particulierement pour certaines
populations a risque comme les enfants, les adolescents, les femmes enceintes et allaitantes ou encore

les individus présentant certaines pathologies ou une forte sensibilité a la caféine®.
II.2.c. Consommation en milieu militaire

Les militaires sont considérés comme de forts consommateurs de caféine. Dans l'armée
américaine, 82 % de la population militaire étudiée consommaient un produit contenant de la caféine
au moins une fois par jour avec une moyenne de 285+13 mg/j, et de 347+15 mg/j pour les
consommateurs réguliers (Lieberman et al, 2012). Chez une population de soldats déployés en
Afghanistan, la moyenne journaliére de la consommation de caféine était de 404+18 mg. Cependant, la
moyenne de consommation était plus élevée chez des soldats au combat (483+100 mg) que chez des
personnels de soutien (235+23 mg) (McLellan et al.,, 2019). La caféine était consommée particulierement
sous forme de café, de sodas mais aussi de boissons énergisantes. Cependant, la consommation de
caféine dans les armées francaises est peu documentée. Dans notre étude sur les 1023 participants, la
population de militaires consommait en moyenne 273 + 13 mg de caféine par jour (données non
publiées). Une autre étude du laboratoire (Coroenne et al., 2013) a montré que parmi les militaires de la
base aéro-navale de Lann-Bihoué, 45,2 % consommait plus de 400 mg/j de caféine (Figure 13). Il est
important de prendre en compte que méme au sein de I'armée, en fonction du poste, la consommation

reste trés variable mais tout de méme supérieure a celle de la population générale.

4 Avis N° 2004-SA-0135 (2004) de I'Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments.
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Figure 13. Consommation habituelle de caféine chez des militaires de la base Aéro-Navale de Lann
Bihoué (Coroenne et al, 2013).

I1.3 Le métabolisme de la caféine

Le métabolisme de la caféine va se différencier par sa pharmacocinétique et sa
pharmacodynamie. La pharmacocinétique représente le taux d'absorption, de métabolisme et

d'élimination de la caféine. La pharmacodynamie représente les effets de la caféine sur le corps.

L'ingestion de la caféine se fait rapidement par le systéme digestif (Arnaud, 2011). Grace a sa
nature lipophile, la caféine est absorbée immédiatement par la muqueuse buccale mais également par
le tractus gastro-intestinal aprés dissolution dans la salive et la déglutition (Morris et al, 2019). La
concentration plasmatique maximale sanguine de la caféine est atteinte en moyenne a environ 30 a 60
minutes aprés absorption. Cependant ce temps peut varier entre 15 a 120 min en raison de nombreuses
différences interindividuelles. En effet, la pharmacocinétique de la caféine va dépendre de nombreux
parameétres, a commencer par la forme d'absorption de la caféine (Kamimori et al., 2002). Elle peut étre
également retardée si la caféine est ingérée pendant une prise alimentaire, ou de médicament (Figure

14).

La caféine pénétre rapidement dans tous les tissus (Arnaud, 2010) avec un métabolisme pré-
systémique qui a lieu dans le foie. La principale enzyme responsable de la dégradation de la caféine (par
élimination) dans le foie est le cytochrome P450 1A2 (CYP1A2). Les cytochromes P450 sont une famille

d'enzymes qui métabolisent une grande partie des substances au niveau hépatique. Le processus de
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métabolisation passe par trois principales étapes : I'oxydation, la dé-méthylation et enfin I'acétylation.
Une faible quantité de la caféine ingérée est évacuée dans les urines (Birkett et Miners 1991), grace a sa

déméthylation et son oxydation par les cytochromes P450.

Le pic de concentration plasmatique de la caféine est d'environ 45 minutes a 1 heure apres
absorption. Sa demi-vie est généralement comprise entre 4h et 6h. Cependant des demi-vies de 1h30 a
12h peuvent étre observées chez les adultes (Benowitz, 1990). Cette variation est due a I'existence de
variabilité interindividuelle du métabolisme de la caféine (Arnaud, 2010 ; Clark et landolt, 2016 ; Guest
et al,, 2018 ; Childs et al,, 2008 ; Rogers et al., 2010 ; The Coffee and Caffeine Genetics Consortium et al,,
2015; Alsene et al, 2003). En résumé, il existe de grandes différences interindividuelles dans la
métabolisation, la clairance (temps d'élimination) et I'élimination de la caféine. Ces différences peuvent
étre liées a I'age, a la consommation d'alcool, de tabac, a I'apport alimentaire, la grossesse, les maladies

hépatique ou encore I'utilisation de médicaments et a la génétique.

—w— 200 mg, cap
—&— 100 mg, cap
—— 50 mg, cap

—e— 200 mg, gum
—4— 100 mg, gum
—&— 50 mg, gum

Caffeine (mg/L)
[)S)

0 500 1000 1500 2000

Time (min)

Figure 14. Concentration plasmatique moyenne de la caféine aprés 'absorption de 50, 100 et 20mg de
caféine sous forme de capsule (cap) ou de chewing-gum (gum). (Kamimori et al, 2002).
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I1.4 Les mécanismes d’actions de la caféine

L'effet de la caféine peut étre expliqué par trois principaux mécanismes d'action : antagoniste
des récepteurs a l'adénosine, mobilisation du stockage intracellulaire du calcium et inhibition des

phosphodiestérases (Figure 15).
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Figure 15. [/lustration des effets de la caféine au niveau cellulaire. (Voskoboinik et al, 2018)

Le mécanisme d'action le plus important de la caféine est son action sur les récepteurs a
I'adénosine. En effet, la caféine est un inhibiteur non sélectif des récepteurs a I'adénosine, capable de
bloquer les effets de I'adénosine sur les récepteurs Al et A2A dés la premiére consommation d'une tasse
de café. Alors que pour inhiber la dégradation des nucléotides cycliques via l'inhibition de la
phosphodiestérase et pour mobiliser les dépots de calcium intracellulaires, des concentrations
extrémement élevées sont nécessaires (Figure 16) (Fredholm et al,, 1999). L'affinité de la caféine est
cependant plus grande pour les récepteurs A2A que Al avec un effet observé pour des concentrations

plus faibles de caféine.
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Figure 16. Actions de la caféine sur les différents mécanismes biochimiques (Fredholm et al, 1999)
IL.4.a. Les récepteurs a I'adénosine :

Le mécanisme d’action le plus important est I'action de la caféine en tant qu'antagoniste
compétitif non sélecteur des récepteurs a I'adénosine. Pour rappel, 'adénosine s'accumule dans le
cerveau aprés une certain temps d'éveil mais elle est aussi présente dans toutes les cellules de
I'organisme. Elle va se fixer sur ses récepteurs (Al, A2A, A2B, A3) induisant ainsi un ralentissement de
I'activité nerveuse ce qui facilite le sommeil (Fredholm et al., 1999). La caféine va se fixer sur ces mémes
récepteurs, empéchant ainsi I'induction du sommeil (Ribeiro et Sebastiao, 2010). Elle va, au contraire,
induire une stimulation du systéeme nerveux central. Plus particulierement, la caféine a une grande
affinité avec les récepteurs Al et A2A car ils sont activés par de faibles concentrations basales
d'adénosine et va ainsi les prendre pour cibles principales (figure 20). Ces deux récepteurs, colocalisés
dans le cerveau, sont couplés aux protéine G. La caféine, en se fixant aux récepteurs, va moduler le
systeme GABAergic et induire la libération de dopamine, de noradrénaline et de glutamate (Fredholm

et al., 2005).

Les récepteurs A1 sont présents dans quasiment toutes les régions du cerveau, avec la présence
de récepteurs présynaptiques d’'adénosine A1 modulant la libération de I'émetteur sur presque tous les

types de neurones (Fredholm et al, 1988). Plus particulierement, il est émis I'hypothése que ces
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récepteurs sont en grande concentration au niveau de I'hippocampe, du cortex cérébral et cortex
cérébelleux ainsi que dans le noyau thalamique (Fastbom et Palacios., 1987). Ils sont colocalisés avec les
récepteurs a la dopamine D1. Un agoniste des récepteurs a 'adénosine Al va affecter négativement
I'affinité de la dopamine a ses récepteurs D1 (Ferré et al., 1998). L'activation des récepteurs Al va
provoquer l'inhibition de I'adénylate cyclase par I'activation des protéines Gi ce qui va activer plusieurs
canaux K* et inactiver les canaux Ca** tel que les canaux N, P et Q (Fredholm et al., 2005). A l'inverse les
récepteurs a la dopamine D1 vont étre couplés positivement a I'enzyme adénylate cyclase (Ferré et al.,
1998). La prise de caféine va alors bloquer I'activation des récepteurs Al ce qui va entrainer, a l'inverse,
une activation de I'enzyme, I'adénylate cyclase, qui va cataboliser 'ATP et va produire 'adénosine 3'5'-
monophosphate cyclique (AMPc) ce qui formera par la suite I'adénosine. Cette augmentation de la
signalisation de I'AMPc va augmenter le taux d’AMPc intracellulaire et également celui de la protéine
kinase A (PKA). Cette protéine va phosphoryler GAT-1, qui est un transporteur du GABA. Ce changement
va entrainer une diminution de I'absorption de GABA et augmenter la libération de GABA causé par la
modification des transporteurs GAT-1 (Figure 17). La prise de caféine entrainerait une diminution de
I'absorption de GABA et une augmentation du taux AMPc et de protéine GAT-1 (Borges-Martins et al.,
2019).
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Figure 17. Interaction de la caféine avec les récepteurs A1 et AZA, et le systéme de neurotransmission
Gabaergique (figure adaptée de Borges-Martins et al, 2019)

Cependant, Huang et al. (2005) ont montré le role prédominant de la caféine sur les récepteurs
A2A et non des récepteurs Al. La caféine augmente I'éveil chez des souris Wild-type et knockout pour

les récepteurs A1 mais pas chez des souris knockout pour les récepteurs A2A (Huang et al., 2005).

Les récepteurs AZA sont tres présents dans le striatum bien qu'ils soient aussi trouvés dans les
aires extra-striatales tels que le septum latéral, le cortex cérébelleux et I'hippocampe. Les récepteurs A2A
sont aussi localisés dans les régions ou est concentré la dopamine, plus particulierement le récepteur a

la dopamine D, et sont tous deux en interaction (A2AR-D2) (Ferré, 2008) La stimulation de ces récepteurs
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A2A via I'adénosine entraine une diminution de I'affinité de la dopamine pour ses récepteurs D2 (DRD2)
(Ferré et al., 2008). Les récepteurs A2A vont avoir des actions partiellement opposées a celles des
récepteurs Al. En effet, I'activation des récepteurs A2A va provoquer |'activation de I'adénylate cyclase
via l'activation des protéines Gs, avec |'activation de la voie de signalisation AMPc-PKA induisant la
formation de phosphate d'inositol et activera la protéine kinase C ainsi que la phosphorylation de la

dopamine (Fredholm et al., 2005).

A l'inverse, la stimulation de DRD2 va contrecarrer |'activation de I'adenylate cyclase et induire
une suppression des courants CA** des canaux calciques par la voie de signalisation dépendante de
I'’AMPc de la protéine kinase A et de la phospholipase C (Ferré et al., 2008). La caféine va bloquer I'action
de ces récepteurs ce qui pourrait entrainer une amélioration de la signalisation de la dopamine résultant
des récepteurs a la dopamine. Dans une étude de Volkow et ses collaborateurs, la prise de 300mg de
caféine entraine une amélioration de la signalisation striatal de la dopamine en augmentant la
disponibilité des récepteurs a la dopamine D2 et D3 dans le striatum (Volkow et al., 2015). En effet, la
caféine va produire des effets moteurs et renforgateurs en relachant les freins pré et post-synaptiques

imposés par I'adénosine a la neurotransmission dopaminergique.

La caféine peut également se lier aux récepteurs A2b et A3. L'activation du récepteur A2b
demande une concentration élevée d'adénosine. Il a été démontré le récepteur A3 chez I'humain est
particulierement sensible a la xanthine, substance dérivée de la purine et présente dans la caféine mais
reste tout de méme peu efficace face aux effets de la caféine. Cependant ces récepteurs sont encore

peut étudier, particulierement sur les actions de la caféine (Ribeiro et al., 2010).

IL.4.b. Inhibition de la phosphodiestérase et mobilisation du stockage du calcium

La caféine agit comme un inhibiteur non sélectif de la phosphodiestérase. L'une des principales
enzymes inhibées par la caféine est la phosphodiestérase 3'-5'. Ces enzymes hydrolysent le lien
phosphodiestérase des molécules comme le cycle monophosphate de I'adénosine, c'est-a-dire qu'elles
dégradent I'AMPc. En inhibant la phosphodiestérase, la caféine va favoriser la formation d’AMPc par
I'enzyme adénylyl cyclase, et augmenter ainsi sa production (Sutherland et Rall, 1958). L'accroissement
du taux d’AMPc intracellulaire va favoriser la lipolyse par I'activation des lipases hormonosensibles et la
libération d'acides gras libres et de glycérol. Ceci va permettre de favoriser I'utilisation des lipides et
donc d'épargner le glycogene musculaire. De plus, 'augmentation du taux d’AMPc pourrait entrainer

une augmentation des concentrations des catécholamines circulantes. Ce qui pourrait expliquer la
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stimulation cardiaque et l'effet antiasthmatique avec un effet relaxant bronchiolaire de la caféine
(Echeverri et al., 2010). L'augmentation d’AMPc va entrainer également une vasoconstriction des
vaisseaux cérébraux, un relachement des fibres musculaires lisses, un effet inotrope et chronotrope sur
le muscle cardiaque, un effet diurétique et une stimulation des muscles striés. Cependant pour arriver a

ses résultats, une forte dose de caféine est recommandée (voir figure 18).

La caféine est utilisée en tant qu'agoniste des récepteurs de la ryanodine (RyR), des canaux
calciques présents notamment dans différents muscles, dont le muscle cardiaque, et qui permettent la
libération des ions CA?* de la lumiére du réticulum vers le cytoplasme (Meissner, 2017). Ceci explique

ses effets potentiellement bénéfiques a doses modérées sur le systeme cardiovasculaire.

IL.5 Les effets de la caféine

La caféine est généralement utilisée comme contre-mesure lorsqu’'on a eu un sommeil
insuffisant. En effet, la caféine peut étre utilisée afin de lutter contre la somnolence, pour rétablir les
performances cognitives mais également les performances physiques (Institute of medicine (US)
committee on military nutrition research, 2001). Pour cela, de nombreux individus consomment de la
caféine lorsqu'ils se sentent fatigués. Une question encore sans réponse peut étre posée : Les individus
sont-ils fatigués a cause de troubles ou manque de sommeil induisant une consommation de caféine,
ou parce qu'aprés une consommation de caféine, leur sommeil est impacté, les faisant en consommer a

nouveau le lendemain et induisant alors une boucle de consommation de caféine sans fin ?
IL5.a. Sur le sommeil :

La consommation de caféine est associée a des troubles du sommeil et particulierement a
I'insomnie. En effet, elle est associée a un sommeil non réparateur. Plus la consommation de caféine est
élevée plus la durée de sommeil est faible et donc plus la probabilité d'avoir un sommeil non restaurateur

est élevé (figure 18) (Chaudhary et al., 2016).
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Figure 18. Représentation de l'interaction entre la consommation de caféine, la durée du sommeil et la
prédiction d’'un sommeil non restaurateur (Chaudhary et al,, 2016).

Dans une étude de Drake et al., (2013) des participants ont consommé de la caféine (400mg) ou
placebo, 6 h, 3 h ou 0 h avant le coucher. La consommation de caféine 3 h avant ou au moment du
coucher a eu l'effet de diminuer considérablement le temps total de sommeil lorsque la caféine est
consommée. L'effet de la caféine va diminuer le temps total de sommeil, va prolonger la latence
d'endormissement, et va augmenter la durée d'éveil pendant le sommeil. L'architecture du sommeil est
également impactée par la caféine en réduisant le temps passé en stade 1, 2 et 3 sans aucun effet sur le
sommeil REM (Drake et al., 2013). Lors d'une privation de sommeil, la prise de caféine (0.3mg/kg/h) 2 h
avant une sieste entraine une augmentation de la latence d’endormissement, une diminution du temps
passé en REM et une diminution du NREM (Van Dongen et al., 2001). Méme la consommation de 100mg
de caféine avant le coucher induit une augmentation de la latence d’endormissement et une diminution
de l'efficacité du sommeil, et du temps passé en stade 3 en NREM avec une réduction de la densité de

la puissance spectrale des ondes lentes (Landolt et al., 1995).

La caféine (200mg et 300mg) réduit la somnolence évaluée par des échelles subjectives et le
nombre d'épisodes de sommeil diurne (Hansen et al., 2018). En résumé, la consommation de caféine,
dés sa premiére dose, et méme plusieurs heures avant d'aller se coucher va avoir un effet sur la latence,

le temps total de sommeil, sur la structure du sommeil mais également sur le maintien de la vigilance et

la diminution de la somnolence.
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IL5.b. Sur 'humeur

La caféine va avoir un effet sur I'humeur et plus particulierement sur I'anxiété et la dépression.
Dans la population générale, la caféine semble avoir des effets anxiolytiques. Mais plus spécifiquement,
il existe des variations génétiques du géne de ADORA2A associées a l'anxiété : les sujets porteurs du
génotype T/T comparé au génotype C/C ont une susceptibilité plus élevée a I'anxiété induite par la

caféine (Rogers et al., 2010, Childs et al., 2008 ; Alsene et al., 2003).

De plus, lors d'une privation totale de sommeil, I'inertie de la fatigue et la confusion était moins

élevée apres une prise de 600mg de caféine (Wesensten et al., 2001).
IL.5.c. Sur les performances cognitives

Il a été observé un effet significatif de la caféine sur la somnolence, I'humeur, mais également

sur la vigilance, les fonctions exécutives et la prise de décision (McLellan et al., 2016).

En effet, Wesensten et ses collaborateurs (2005) ont montré un effet de 600mg de caféine sur la
vitesse au test de vigilance psychomotrice (Wesensten et al,, 2001 ; Wesensten et al,, 2005). Ceci a été
montré sur de plus faibles doses dans I'étude de Hansen et ses collaborateurs (2018) ou lors d'une
privation de sommeil, la prise de 200mg ou 300mg de caféine permettaient d'atténuer I'augmentation
du nombre de lapses au PVT par rapport au placebo, particulierement prononcée pendant la nuit
(Hansen et al, 2018). Egalement, une prise de caféine a faible dose répétée (0,3mg/kg/h) limite la
dégradation du nombre de lapses causée par la privation de sommeil (Figure 19) (Dinges et al., non
publié ; Spaeth et al,, 2014). La caféine est connue pour son action éveillante sur les lapses et le temps
de réaction lors d'un protocole de privation totale de sommeil (Wyatt et al., 2004) mais qu’en est-il des

autres taches cognitives plus complexes ?
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Figure 19. Performance au test de vigilance psychomotrice pendant 88-h d‘éveil continu avec
consommation de caféine (0.3mg/kg/1h). Publication Dinges et al, non publié.

Sur les autres performances cognitives, la caféine va avoir un effet éveillant, cependant, les
résultats semblent controversés dans la littérature. La caféine semble avoir un effet limité sur l'inhibition
(Barry et al., 2007) et la prise de décision (Killgore et al., 2007) mais semble efficace sur la mémoire

(Mahoney et al., 2012 ; Hogervorst et al., 1999).

De plus, la caféine va également avoir des effets sur les performances au simulateur de conduite
ou en conduite réelle. Il est connu que les conducteurs routiers, et particulierement de nuit, consomment
de la caféine pendant leur pause avant de reprendre la route. Il a été observé qu'une prise de 150mg de
caféine diminue le nombre de franchissements de ligne et diminue la somnolence. De plus, la
modification de I'EEG dans la bande alpha et théta suite a la consommation de caféine était améliorée
jusqu'a 1 heure aprés la consommation (Horne et Reyner., 1996). Lors d'une dette de sommeil, une
diminution du nombre de franchissements de ligne, et une meilleure perception de leur performance au

simulateur est observée (Biggs et al., 2007).

Finalement, la caféine consommée en dose modérée va améliorer la vigilance, la mémoire et
I'humeur cependant elle n’est pas une contre mesure efficace lors de la réalisation de taches cognitives
plus complexes. Cela peut étre expliqué par la dose de caféine donnée, le moment de l'ingestion
(Lieberman et al., 2002), la source de la caféine (Kamimori et al., 2002) et les habitudes de consommation

(Dager et al,, 1999). L'effet de la caféine est plus important si le test est effectué lors de la production du
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pic de concentration plasmatique de la caféine, c'est-a-dire 45 min a 1-h aprés consommation. Cela peut
étre également expliqué par I'évaluation de performances chez des sujets reposés ou en dette de
sommeil. De plus, quelques études ont été réalisées sur l'influence de la variabilité interindividuelle, en
particulier la génétique (Satterfield et al., 2015, 2015 ; Bodenmann et al., 2012) mais peu d'études ont

pris en compte cette variabilité inter-individuelle sur les taches cognitives complexes.
IL5.d. Sur les performances physiques

Bien que la caféine ne soit plus sur la liste de I'’Agence Mondiale Anti-Dopage depuis 2005, cette
substance éveillante reste fortement encadrée. Elle est trés populaire dans le monde du sport, avec 89%
des participants a I'Tronman de 2005 qui prévoyaient d'utiliser des substances caféinées avant ou
pendant le triathlon (Desbrow et Leveritt.,, 2006). Cependant, les effets de la caféine pour améliorer les

performances physiques restent encore controversés.

Sur les performances aérobies, la prise entre 3 et 6 mg/kg de caféine semble avoir un effet
bénéfique sur des exercices modérés d'endurance (Ganio et al., 2009). Graham et al. (2000) montre que
le métabolisme des glucides et celui des graisses sont restés inchangés apres la consommation de
caféine lors d'un exercice a 70% pendant 60 min. Ce résultat montrerait que la caféine n'agit pas sur les
sources d'énergie mais probablement sur le systéme nerveux central en bloquant les récepteurs a
I'adénosine A2A et Al ce qui va stimuler les récepteurs dopaminergiques (D2) et favoriser ainsi
I'augmentation de l'activité motrice. Cependant toutes les études n'observent pas d'effet de la caféine

sur la performance aérobie (Desbrow et al., 2009).

De leur coté, Tallis et al. (2015) expliquent que la consommation de caféine augmente la
contractilité et la libération systolique de Ca?* dans des fibres musculaires squelettiques sur le muscle
isolé. Par ailleurs, la caféine augmenterait la force, la puissance en activant les unités motrices ce qui
améliorerait I'endurance musculaire pendant I'exercice mais également les performances anaérobies

(Warren et al.,, 2010).

Pour un effet de la caféine sur les performances anaérobies ou sur des activités motrices
spécifiques, la caféine aurait un effet bénéfique sur I'amélioration des performances (Souissi et al., 2014
; Lara et al,, 2014). Lors d'un test de cyclisme de 12 sprints intermittents, la puissance moyenne, le travail
total et le pic de puissance étaient plus élevés apres consommation de caféine par rapport a la condition
placebo (Lee et al., 2012). Cette amélioration serait expliquée par la vitesse de conduction des fibres
musculaires et a 'augmentation de l'activation d'unité motrice (Bazzucchi et al., 2011). Sur un test de

Wingate, le groupe caféine a un pic de puissance et une puissance moyenne supérieurs au groupe
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placebo pendant une privation de sommeil (Souissi et al., 2014). L'index de fatigue est augmenté par la
privation totale de sommeil et va étre diminué par la consommation de caféine. De plus, le squat jump,

également dégradé par la privation, va étre amélioré par la prise de caféine (Souissi et al., 2014).

Ces améliorations de la performance physique aérobie ou anaérobie pourraient étre expliquées
par l'action positive de la caféine sur la perception de l'effort et sur la motivation. La perception de
I'effort aprés ingestion de caféine va se maintenir ou étre réduite jusqu’'a 6% et représenterait jusqu’a
30% de la variance sur des tests d'exercice jusqu'a épuisement (Doherty et al., 2005). Ce qui peut
également jouer sur I'amélioration des performances aprés ingestion de la caféine et la sur motivation
avant l'effort. De plus, la motivation aprés ingestion de caféine est significativement plus élevée qu'en

placebo, ce qui peut jouer sur 'amélioration des performances (Cesareo et al., 2019).

La caféine a également été testée pour évaluer des performances au tir (Torres et al, 2019).
Apres une privation de sommeil, le temps de réaction au tir était plus rapide dans la condition caféine
que placebo (Tharion et al., 2003). Cependant, toutes les études n'observent pas d'effet de la caféine sur
les performances (Lieberman et al,, 2002). La caféine semble améliorer le temps de réaction de tir mais

pas forcément la précision au tir (Torres et al., 2019).

De méme que pour les performances cognitives, la réponse ergogéne a la caféine pendant des
exercices physiques (aérobie ou anaérobie) peut étre modifiée par différents facteurs comme la dose de
caféine ingérée, le moment de l'ingestion, la source de la caféine, I'habitude de consommation de caféine
mais également par la pratique sportive de I'individu en plus des différences interindividuelles en
réponse a la caféine. En plus de ses différentes variations interindividuelles, la génétique joue aussi sur
cette variabilité des effets de la caféine (variation de la pharmacodynamie de la caféine). Cependant, peu
d'études ont évalué l'influence de polymorphismes génétiques sur les performances physiques (Carswell

et al,, 2020 ; Grgic et al., 2020).

En résumé, une revue de questions récente a documenté quelles étaient les différentes doses
de caféine associées aux performances cognitives et physiques chez des sujets reposés ou privés de

sommeil (Tableau 2 (McLellan et al., 2016).

50



Tableau 2. Doses de caféine (mg/kg) associées a des effets cognitifs et physiques chez des sujets reposés
et privés de sommeil (MclLellan et al, 2016).

Cognitive/Physical Domain

Caffeine Dose for Effect (mgkg!)

Rested

Sleep Deprived

Reaction Time
Vigilance

Attention

Acute Memory

Chronic Effects on Memory
Executive Function

Judgement/Risk Taking

Endurance Exercise

Muscle Strength/Power
High-Intensity/Sprint

Muscle Pain

0.3-4.0 [1 h before testing]
0.5-4.0 [1 h before testing]

0.3-5.5[1 h before testing]

1.0-4.0 [equivocal findings]

Positive relationship between habitual use (0-10) and performance
0.7-5.5 [higher dose required for habitual user]

Unknown

3.0-9.0 [1 h before, higher dose for users, effects last longer for
non-users|

1.5-2.5 [during or following prior exercise]

3.0-6.0 [1 h before]

3.0-10.0 [1 h before to immediately prior to exercise]

3.0-10.0 [1 h prior to exercise with smaller dose repeated during

3.0-8.5[1 h before testing]

3.0-8.5[1 h before testing with smaller dose repeated
during period of wakefulness]

2.5-8.0[1 h before testing]

Unknown

Unknown

10.7 [2.7 repeated every 2 h for total 10.7/night for 3
nights]

8.0-10.7 [equivocal findings, higher doses represent
cumulative total from redosing during overnight]

8.0 [divided unequally over 7 h to restore to control]
8.0 [divided equally over 6 h to improve over control]

10.7 [2.7 repeated every 2 h for total 10.7/night for 3
nights]

10.7 [2.7 repeated every 2 h for total 10.7/night for 3
nights]

Unknown

exercise, independent of habitual use]

IL5.e. Sur les réponses immuno-inflammatoires, endocriniennes et métaboliques

La caféine joue un réle dans l'inflammation (Horrigan et al., 2004). En effet la caféine va avoir
des effets antioxydants et des propriétés anti-inflammatoires et pourrait étre associée a une réduction
du risque de maladies qui ont un faible niveau d‘inflammation ou de stress oxydatif comme certaines

maladies cardiovasculaires, certains cancers et le diabéte de type 2 (Paiva et al., 2019).

Chez des rats privés de 48h de sommeil, la prise de 60mg/kg/jour de caféine ou de 100
mg/kg/jour de modafinil a diminué significativement les cytokines pro-inflammatoires TNF-q, IL-1B, et
IL-6 et a augmenté les cytokines anti-inflammatoires IL-4 et IL-10 dans I'hippocampe par rapport au
placebo (Wadhwa et al., 2018). La caféine ou le modafinil restaurent les cytokines anti-inflammatoires
pendant une privation de sommeil. De plus, la consommation de caféine a réduit I'expression d’ARNm
du TNF-a, d'IL-1B et d'IL-6, et a régulé I'expression de I'ARNm d'IL-4 et IL-10 en I'augmentant, lors d'une
privation de sommeil (Wadhwa et al., 2018). Cependant, chez I'homme, lors d'un protocole de 4 jours
(88-h) de privation de sommeil avec possibilité de 2 heures de siestes, la consommation de caféine
(0,3mg/kg/h) n‘a montré aucun effet sur IL-6, IL-10, TNF-a, les récepteurs solubles d'IL-2, TNF-aRI et
STNF-aRII (Shearer et al., 2001). Cela peut étre expliqué par la dose faible de caféine consommée bien

que répétée, a la différence de la dose donnée dans I'étude animale.

Sur les parametres cardiovasculaires, la caféine va également jouer un réle. Avant la privation de
sommeil, la fréquence cardiaque était plus faible chez ceux qui ont consommé 200 mg de caféine par

rapport aux placebos et a 300 mg de caféine. Une augmentation de la composante haute fréquence du
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spectre de puissance de la variabilité cardiaque (HRV) a été observé chez les groupes caféine (Crooks et

al., 2019). Les mémes observations ont été faites apres 48-h d'éveil continu.

De plus, la prise de caféine augmente la température corporelle que ce soit pour des fortes
concentrations de caféine (600mg) ou encore aprées de faibles doses répétées (0,3m/k/h) (Spaeth et al,
2014 ; Wesensten et al,, 2001). L'augmentation de la température corporelle est également observée
avec l'augmentation du taux de noradrénaline plasmatique. (Speath et al., 2014). La caféine a forte dose
(8,6mg/kg) a augmenté le taux d'adrénaline pendant 49h d'éveil continu, bien que ce résultat ne soit

pas observé sur la noradrénaline (Kamimori et al., 2000).
IL.5.1. Les effets secondaires indésirables

La caféine est également associée a de nombreux effets secondaires indésirables souvent a forte
consommation, tels que l'augmentation de la nervosité, de I'excitation et de la joie, ainsi que des
palpitations, des tremblements, des douleurs abdominales et des nausées (Wesensten et al., 2001 ;
Wesensten et al, 2005 ; Killgore et al, 2008). Chez des forts consommateurs, vingt-quatre heures
d‘abstinence de caféine entrainent une augmentation des maux de téte associeée a une augmentation
de l'irritabilité (Juliano et al., 2004). L'effet secondaire indésirable le plus important est I'insomnie induit
par la consommation de caféine. La prise de caféine va atténuer I'EEG lors d'une nuit de récupération,
aprés une dette de sommeil, en diminuant le taux de NREM et I'efficacité du sommeil en comparaison a
du placebo. De plus, la caféine va influencer également I'activité EEG en diminuant les faibles fréquences

(delta) et en augmentant l'activité de la fréquence alpha (Rétey et al., 2006).

Egalement, il est important de prendre en compte la présence de caféine dans les boissons dites
« énergisantes » qui sont de plus en plus consommé par la popualtion et qui sont généralement associé
a des modes de consommation (mélangé a I'alcool, pendant une performance physique, etc) qui peuvent

entrainer des risques cardiovasculaires, psycho-comportementaux ou neurologiques®.

En fonction de la dose, de la forme, de la condition (reposée ou en dette de sommeil) mais aussi

de I'habitude de consommation de caféine de I'individu, les effets indésirables de la caféine ne sont pas

> Avis N° 2012-SA-0212 (2013) de I'Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de
|'environnement et du travail.
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forcément présents. Une consommation maximale de 400 mg de caféine par jour est donc

recommandée.

En conclusion, il est important de prendre en compte l'importance de la variabilité
interindividuelle face au sommeil, aux effets neurocomportementaux liés a la dette de sommeil, et aux
effets de la caféine afin d'adapter interindividuellement les conseils de consommation a la population

générale, aux athletes et aux militaires (Nehlig, 2018).

En résumé:

»  La caféine est présente dans de nombreux aliments. La forme la plus courante est le café

> La consommation moyenne de caféine en France est de 243 mg/j/adulte. Cette consommation
est plus élevée dans la population militaire.

> Les effets de la caféine se caractérisent par la pharmacocinétique (métabolisation de la caféine)
et la pharmacodynamie (effet de la caféine). Le pic plasmatique de caféine est atteint environ 45
+ 15 min apres absorption a jeun.

»  Ses principaux mécanismes d'action sont l'antagonisme des récepteurs a I'adénosine, la
mobilisation du stockage intracellulaire du calcium et I'inhibition des phosphodiestérases.

> Des effets bénéfiques de la caféine sont observés a la fois sur les performances cognitives et
physiques. La caféine induit également des modifications des réponses immuno-inflammatoires,
endocriniennes, métaboliques et cardio-vasculaires.

> Des effets indésirables de la caféine sont fréquemment observés, en particulier sur le sommeil.

> La variabilité des réponses a la caféine peut étre liée a la quantité, la forme, la durée apres

absorption et les habitudes de consommation de caféine.

Apres avoir évoqué les généralités sur la caféine et ses effets, nous étudierons dans le chapitre
suivant l'existance d’'une variabilité interindividuelle, induite notamment par des polymorphismes

génétiques.
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IIL. La variabilité interindividuelle de la durée et de la structure du sommeil, des réponses

neurocomportementales a la dette de sommeil, et des effets de la caféine

De multiples facteurs vont influencer la durée du sommeil, les réponses neurocomportementales
a la dette de sommeil, et les effets de la caféine. Les différences interindividuelles peuvent étre liées a
I'age, au sexe, aux habitudes de vie (I'activité physique, le stress, I'environnement, la santé, I'habitude de

consommation de caféine...), mais également aux polymorphismes génétiques.

III.1. Généralité : la génétique

De nombreuses études montrent que de nombreux aspects du sommeil et de la régulation des
états de veille et de sommeil, ou encore les réponses neurocomportementales a une privation de
sommeil, et les effets de la caféine présentent des différences interindividuelles reflétant des traits

phénotypiques. Chacun de ces aspects est probablement sous un contréle polygénique.
Il 1.a. L'information génétique et I'acide désoxyribonucléique

L'ADN présent dans les noyaux des cellules somatiques eucaryotes contient toute I'information
génétique appelé le génome. L'ensemble du génome humain comporte environ 25 000 génes répartis
dans 23 paires de chromosomes. Chaque géne contient l'information génétique particuliere pour coder

une protéine (Figure 20).
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Figure 20. De la cellule a la protéine (© rue des écoles / Rémi PICARD)
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Un gene est constitué de plusieurs centaines de bases et comporte des zones codantes, appelées
exons et des zones non-codantes incluant les introns, les régions 5" et 3’ non traduites et les séquences
impliquées dans la régulation de I'expression du gene. L'enchainement des bases constitue le code

génétique et chaque protéine est codée par une séquence spécifique.

La synthese protéique comporte trois étapes principales: la transcription, I'épissage et la
traduction. La transcription se déroule dans le noyau. L'ARN pré messager issu de la transcription va
devenir un ARN messager mature (ARNm) par épissage alternatif. L'ARNm est constitué d'une succession
de codons. Chaque codon, composé d'un triplet de bases, codent pour un acide aminé précis mais il
existe plusieurs codons pour un méme acide aminé. Le code génétique comprend également des codons
initiateurs et des codons stop qui définissent le cadre de lecture de '’ARNm par les ribosomes. La lecture
des ARNm au sein des ribosomes cytoplasmiques induit la synthese des protéines sous leur forme

primaire.

Toute variation dans la séquence de bases est susceptible d’engendrer des conséquences sur la
synthése protéique. Il existe plusieurs types de polymorphismes génétiques : les délétions et les
insertions de grande taille, les répétitions variables de petites séquences (VNTR) et I'insertion, la délétion
ou la substitution mono-nucléotidique (SNP) (Frazer et al. 2009). Les polymorphismes mono-
nucléotidiques sont la forme de variation la plus répandue dans le génome. Le génome humain est
entierement séquencé. L'emplacement de chaque géne (locus) est connu et a été référencé dans des
bases de données génétiques. Un alléle correspond aux divers nucléotides pouvant occuper une méme
position dans un géne et sont également répertoriés dans ces bases de données. Un groupe d‘alleles

situé sur un locus transmis ensemble constitue un haplotype lors de la méiose (Gabriel, 2002).

III.1.b. Le polymorphisme mono-nucléotidique

Les polymorphismes mono-nucléotidiques couramment appelés SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) sont trés abondants dans le génome humain. Ils représentent plus de 90% des variations
de séquences dans le génome humain et ils sont présents tous les 300 a 1 000 paires de bases chez
I'Homme (Brookes 1999). Il existe plus de dix millions de SNPs découverts, référencés dans des bases de
données telles que la base de données « Ensemble GRCh38 » [http://www.ensembl.org/] (Cunningham
et al., 2015) ou encore la base de données « 1000 génomes » [http://www.1000genomes.org/] (Auton et
Salcedo., 2015). Ces SNPs sont classifiés par des numéros de référence séquence, les rs. Par exemple un
SNP connu d’ADORA2A est le rs5751876. Chaque SNP se définit par la fréquence de deux alleles dans
une population observée. La fréquence de l'allele mineur, le plus rare, s'appelle le « minor allelle

frequency » (MAF) et doit étre présent dans au moins 1% de la population étudiée pour étre considéré
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dans les bases de données. Les SNPs sont des variations bi-alléliques entrainant la modification d'un
seul nucléotide sur un locus spécifique ou sur un seul ou les deux chromosomes (Figure 21). Un individu
porteur de la modification d'un seul alléle est considéré comme hétérozygote, ceux porteurs de deux
alleles sont qualifiés d’homozygotes ancestral ou muté. Ces mutations génétiques sont présentes dans
les régions codantes, exoniques mais également dans les régions non-codantes du génome. Les équipes
de recherche ont longtemps privilégié les mutations qui modifient les séquences de protéines : les
mutations faux-sens et non-sens. Les mutations faux-sens engendrent l'incorporation d'un acide aminé
différent et modifient donc la synthése protéique. Les mutations non-sens provoquent l'arrét prématuré

de la traduction et abrégent la synthése de la protéine.

Ancestral

Figure 21. Polymorphisme mono nucléotidique (Ayday et al,, 2013)

Des travaux récents montrent I'importance des mutations dites silencieuses (Hunt et al., 2014).
Ces mutations regroupent les variations dans les régions non-codantes et les mutations synonymes dans
les régions codantes. L'existence des mutations synonymes est liée a la redondance du code génétique,
la substitution d'un codon par un autre codon peut engendrer le méme acide aminé. L'ensemble des
mutations silencieuses peuvent modifier la régulation de I'expression d'un gene, I'épissage, la stabilité

et la structure de 'ARNm, ainsi que I'abondance et la structure tertiaire de la protéine (Hunt et al., 2014).
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II.2. Implication des polymorphismes génétiques dans la dette de sommeil et les effets de la

caféine

Récemment des variations interindividuelles au sommeil et en réponse a la privation de sommeil
ont été confirmées. Des profils de grande vulnérabilité ou de grande résistance ont été observés pendant
des protocoles de dette de sommeil. La génétique semble étre un des facteurs influengant les réponses
a la dette de sommeil, mais plus particulierement certains polymorphismes génétiques (Goel, 2011,
2017 ; Clark et Landolt., 2016 ; Tkatchenko et al., 2018). Les différents polymorphismes génétiques décrits
ci-dessous sont répertoriés dans I'’Annexe 1 précisant leur référence séquence, leur alléle, leur position,

le nombre d'exons, la position du SNP et le type de mutation.

II.2.a. Le systéeme adénosinergique

Le systeme adénosinergique est important dans la régulation du cycle veille /sommeil. Les
polymorphismes d’ADORA2A et d'’ADA semblent influer sur les caractéristiques du sommeil, les réponses

neurocomportementales a la dette de sommeil, et les effets de la caféine.

Le polymorphisme du récepteur a l'adénosine A2A le plus étudié est le rs5751876,
potentiellement associé a la modification de I'expression des récepteurs A2A mais surtout aux effets de
la caféine (Retey et al., 2007). Pour ce polymorphisme, on observe une substitution de la cytosine (C) en
thymine (T). L'architecture du sommeil n'est pas modulée par les génotypes C/C et T/T du
polymorphisme d’ADORA2A, cependant les porteurs de l'allele C/C ont montré une plus grande
puissance spectrale dans les bandes de fréquence théta haute fréquence et I'alpha basse fréquence dans
le NREM, le REM et I'éveil en comparaison des porteurs de I'allele T/T (Rétey et al.,, 2005). Ces résultats
suggerent que les porteurs de l'alléle C/C ont une amélioration de maniére non spécifique de I'état de
vigilance et de sommeil. De plus, sans prendre en compte la consommation de caféine, Bodenmann et
al. (2012) ont montré une différence entre les haplotypes issus de 8 SNPs d’ADORA2A. L'haplotype
appelé « HT4 » dans son étude, qui incluait l'alléle C pour le rs2236624 et I'alléle T pour le rs5751876,
présentait une plus grande résistance a la privation de sommeil, avec une rapidité au PVT plus grande

que les autres haplotypes non-HT4.

Lors d'un protocole de restriction de sommeil, Rupp et al. (2013) ont observé chez les porteurs
du génotype C/T une plus grande résistance a la dette de sommeil car ils faisaient moins de lapses et
étaient plus rapides que les porteurs du génotype T/T. Cependant, Satterfield et al., (2015) n’ont pas
observé d'influence du polymorphisme ADORA2A sur les réponses a la privation totale de sommeil. Le

rs5751876 a été associé a des troubles de panique et a une personnalité anxieuse, particulierement pour
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le génotype T/T (Hohoff et al., 2010). De méme, les rs5751862, rs2298383 et rs3761422 sont associés a
une personnalité anxieuse avec respectivement les porteurs de I'alléle G, C et T montrant un score plus
élevé que les alleles A, T et C (Hohoff et al,, 2010). Les porteurs du génotype T/T du rs229838, ont été
associés a une diminution du risque de dépression, de troubles du sommeil et une plus grande facilité

de concentration et prise de décision en comparaison aux porteurs de I'alléle C (Oliveira et al., 2019).

Le polymorphisme du gene de I'adénosine désaminase (ADA) (rs73598374), substitution de la
cytosine (C) en thymine (T), joue un role dans I'homéostasie de la régulation du sommeil. Ce
polymorphisme est souvent présenté dans les études en tant que transcrit sous la forme d'une
substitution de guanine (G) en adénine (A). Cette enzyme, ADA, participe par catalyse, a la dégradation
de I'adénosine en inosine régulant ainsi le taux d'adénosine extracellulaire. Son polymorphisme le plus
étudié est le rs73598374 et a été associé avec la pression homéostatique du sommeil pendant un
sommeil normal ou en privation totale de sommeil. En effet, les porteurs de la mutation G/A ont montré
une plus grande prévalence et amplitude des ondes lentes par rapport au G/G, modulant ainsi la durée
et l'intensité du sommeil lent (Retey et al., 2005 ; Bachmann et al, 2012a). Plus spécifiquement, les
porteurs du génotype G/A ont une puissance spectrale plus grande en stade 1 dans les bandes de
fréquence delta, théta et béta, ainsi qu'en stade 2 et REM dans la bande de fréquence théta, et en stade
3 dans la bande delta (Mazzotti et al., 2012). De plus, les G/A sont plus somnolents en journée montrant
une pression de sommeil plus élevée que les G/G, avec une activité théta et alpha plus grande (Bachmann
et al., 2012a). Le polymorphisme d’ADA module également les réponses sur |'attention soutenue avec
les porteurs du génotype G/A qui semblent moins performant, illustré par une vitesse plus lente et plus

de lapses, que les porteurs du génotype G/G (Bachmann et al., 2012a).

Lors d'un protocole de 40-h d'éveil continu avec possibilité de sieste, les génotypes d’ADA
modulent la puissance spectrale en fonction du cycle circadien (Reichert et al., 2014). Les porteurs du
génotype G/A passent moins de temps en stade 1, reste plus éveillés tard le soir et dorment moins en
comparaison des G/G, a la sieste du soir. Alors qu‘a l'inverse, la sieste du matin montre une plus grande
durée passée en NREM et surtout avec des ondes lentes plus importantes chez les porteurs du génotype
G/A. De plus, leur puissance delta est plus importante que les porteurs du génotype G/G alors que ces
derniers ont une diminution de la puissance EEG en delta la journée qui ré-augmente apres la nuit
biologique. Enfin, une association positive entre la mémoire, la durée de sommeil en REM est observée

pour les porteurs du génotype G/A (Reichert et al., 2014).

En résumé, des polymorphismes d’ADORA2A et d’ADA modulent les réponses a la privation de

sommeil (Figue 22). Les porteurs de I'haplotype HT4 sont plus rapides pendant une privation de sommeil,
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PVT speed (5'1)

montrant une plus grande résistance a la dette de sommeil (Bodenmann et al,, 2012). Les porteurs de
I'alléle G/A de ADA subissent une plus grande pression du sommeil et sont moins rapides que les G/G,
montrant ainsi un réle du polymorphisme d’ADA dans la modulation a la réponse a la privation de

sommeil et a 'homéostasie du sommeil.
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Figure 22. Réponse a la vitesse au PVT pendant une dette de sommeil chez des porteurs des
polymorphismes d’ADA et d’ADORAZA (Urry et landolt, 2014)

Les polymorphismes d’ADORA2A sont aussi associés a la consommation de caféine (Cornelis et
al., 2007), a une sensibilité aux effets de la caféine (Byrne et al., 2012 ; Retey et al., 2007) mais également
a l'induction de I'anxiété par la caféine (Alsene et al., 2003 ; Childs et al., 2008 ; Rogers et al,, 2010). Le
polymorphisme d’ADORA2A (rs5751876) a été associé a l'insomnie et a I'anxiété induites par la caféine
(Retey et al.,, 2007, Rogers et al., 2010). Les porteurs du génotype ancestral C/C semblent plus sensibles
a la caféine que les porteurs du génotype T/T induisant une insomnie aprés consommation de 200mg.
Les porteurs du génotype T/T ont une augmentation de I'anxiété aprés une prise de 100mg ou 150mg
de caféine qui n'est pas retrouvé chez les porteurs des génotypes C/C et C/T (Rogers et al.,, 2010, Alsene
et al,, 2003, Childs et al., 2008). Cet effet a été observé particulierement chez les porteurs du génotype
T/T qui consommaient de faibles doses de caféine et non chez les forts consommateurs. De méme, le
rs5751876, le rs2298383 et le rs4822492 sont également associés a I'anxiété induite par la caféine (Childs
et al., 2008). Les porteurs du génotype C/C (respectivement) ont rapporté une plus grande anxiété apres
une prise de 150 mg de caféine que les porteurs des génotypes T/T (rs2298383) et G/G (rs4822492). I
a été également montré que plusieurs polymorphismes du géne d’ADORA2A (rs5751876, rs5751862,

2298383 et rs3761422) sont associés a une personnalité anxieuse (Hohoff et al., 2010).
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La consommation de caféine varie également en fonction des polymorphismes génétiques
d’ADORA2A. Comme les porteurs du génotype T/T du rs5751876 ont une forte anxiété liée a la caféine,
ils semblent plus susceptibles de limiter leur consommation de caféine (Cornelis et al., 2007). Pour le
rs3761422, une plus grande consommation de caféine a été observée chez les porteurs du génotype T/T
par rapport aux porteurs de I'allele C (Rogers et al., 2010). Rupp et al. (2013) ont montré que les porteurs
du génotype C/T ont une plus grande résistance a la dette de sommeil illustrée par moins de lapses et
une vitesse de réponse plus rapide comparé aux porteurs du génotype T/T, lors d'une restriction de
sommeil (un seul porteur C/C non inclus). Seul Bodenmann et al. (2012) ont observé l'influence
d’'haplotypes de 8 SNPs d’ADORAZ2A sur la caféine pendant une privation totale de sommeil (Bodenmann
et al., 2012. Les porteurs de I'haplotype « HT4 » montrant une résistance plus élevée illustrée par une
vitesse plus grande au PVT par rapport aux haplotypes HT1, HT2, HT3 et HT5 (non-HT4). La prise de 2 x
200mg de caféine pendant la privation de sommeil montre une amélioration des performances au PVT
chez les non-HT4 mais pas chez les HT4. Ces auteurs ont suggéré que I'haplotype HT4 qui incluait I'alléle
C pour le rs2236624 et l'alléle T pour le rs5751876 semblait contribuer a une résilience a la privation de

sommeil et aux effets de la caféine (Bodenmann et al., 2012).

Pour le polymorphisme d'ADA (rs73598374), les génotypes sont associés au sommeil et a la
consommation de caféine. En effet, les porteurs de I'alléle A ont un pourcentage d'efficacité de sommeil
plus élevée que les porteurs du génotype G/G (Mazzotti et al,, 2011). Chez les consommateurs de caféine,
les porteurs de l'alléle A montrent une latence d’endormissement plus courte, une efficacité de sommeil
plus élevée, un temps d'éveil intra-nocturne plus faible et un pourcentage de temps passé en REM plus
élevée que les porteurs de l'alléle ancestrale G/G (Mazzotti et al., 2011). Chez les non-consommateurs

de caféine, aucune différence n'a été observé entre les génotypes.

IIL.2.b. Les cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines pro-inflammatoires tels que TNF-q, IL-1f et IL-6 sont impliquées dans la régulation
du cycle veille/sommeil (Jewett et al., 2012). Pour cette raison, leurs polymorphismes sembleraient avoir

un rdle dans la réponse a la dette de sommeil.

Le polymorphisme du gene de TNF-a présente une substitution de la guanine (G) en adénine
(A) a la position 308 (TNF-a G308A). Satterfield et al. (2015) ont montré I'existence de I'influence de ce
polymorphisme dans la réponse a la privation de sommeil sur I'attention soutenue. Pendant un temps
de 38-h d’éveil continu, les sujets ont effectué un test de PVT toutes les 6-h. Ceux porteurs de l'allele A
étaient plus performants (moins de lapses) que les porteurs du génotype G/G, montrant une plus grande

résistance a la privation de sommeil (Satterfield et al., 2015) (Figure 23). En basal avant privation de
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sommeil, les porteurs de |'alléle A produisent un temps de réaction cumulé plus rapide que les porteurs

du génotype G/G, et ceci est accentué apres par la privation de sommeil (Satterfield et al., 2017).
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Figure 23. Moyenne du nombre de lapses au PVT en cinétique toutes les 6-h pendant une privation
totale de sommeil chez des porteurs du génotype ancestral G/G vs les porteurs de l'alléle muté A (G/A-
A/A) (Satterfield et al., 2015).

Pour les autres cytokines, les polymorphismes d'IL-1p et IL-6 sont associés aux troubles du
sommeil chez des patients malades. Pour le polymorphisme d'IL-1B (rs1143627) une substitution de la
guanine (G) se fait en adénine (A). Ce polymorphisme a été étudié chez des malades d'Alzheimer,
montrant que les porteurs de la mutation avaient plus de troubles du sommeil avec une somnolence
plus excessive en journée que les porteurs de I'allele ancestral. Cependant ceci n'a pas été observé chez
des sujets sains (Yin et al., 2016). Pour le polymorphisme d'IL-6, qui montre une substitution de I'adénine
(A) en thymine (T), chez des patients malades, ceux porteurs de I'allele A/A ont montré une plus grande
fatigue le matin et le soir avec plus de troubles du sommeil (Miaskowski et al, 2010). Ces
polymorphismes de géne d’IL-1B et d’IL-6 sont particulierement associés aux risques de développer
certaines maladies ou une fatigue accrue chez des patients malades. Des études complémentaires
seraient nécessaires pour évaluer de facon plus précises leur implication dans le sommeil chez le sujet

sain.
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II.2.c. Les systémes catécholaminergique et dopaminergique

Le systeme monoaminergique est l'une des voies ascendantes du systeme favorisant I'éveil
(Dauvilliers et al., 2014). Plusieurs études ont montré I'implication des polymorphismes du gene COMT
(catéchol-O-méthyltransférase), I'enzyme dégradant les catécholamines, mais également de DRD2 et
DAT1, qui sont respectivement un récepteur et un transporteur dopaminergiques, dans la vulnérabilité
neurocomportementale a la privation de sommeil (Satterfield et al., 2017 ; Satterfield et al., 2018 ; Holst

et al., 2017 ; Bodenmann et al., 2010 ; Dauvilliers et al., 2014 ; Goel et al., 2011).

Le polymorphisme de COMT rs4680 implique la substitution de guanine (G) en adénine (A)
correspondant a la valine (Val) et a la méthionine (Met) respectivement a la position 158 (COMT
Vall58Met). Ce polymorphisme semble impliqué particulierement dans la modulation des réponses
neurophysiologiques et neurocomportementales lors d'une dette de sommeil. Plus particulierement, ce
polymorphisme prédit une différence interindividuelle dans la physiologie et I'homéostasie du sommeil
(Goel et al., 2011). Les sujets porteurs du génotype Val montraient une faible augmentation dans le
sommeil lent, une faible diminution du temps passé stade 2, plus de temps passé en stade 1 et une
latence en REM plus courte lors d'un protocole de restriction de sommeil, indiquant une baisse du
sommeil homéostasique (Goel et al., 2011). De plus, les porteurs du génotype Val/Val montrent une
puissance dans la bande de fréquence supérieur d'alpha plus faible que les porteurs du génotype Met

lors de I'éveil, et du sommeil (Bodenmann et al., 2009a).

Le polymorphisme de COMT semble également jouer sur les réponses aux performances
cognitives lors d'une dette de sommeil. Sur une tache de GonoGo reverse (évaluant l'inhibition et
I'adaptation), les porteurs du génotype Val ont montré une faible performance lors d'une privation de
sommeil en comparaison aux porteurs du génotype Met/Met (Satterfield et al., 2018). Ces résultats
montrent une vulnérabilité importante a la privation de sommeil pour les porteurs du génotype Val, plus
particulierement prononcée chez les homozygotes Val/Val sur cette tache (Satterfield et al.,, 2018). De
plus, les résultats observés au PVT montrent que les porteurs du génotype Val/Val produisaient plus
fréquemment des temps de réaction plus rapides en particulier au repos et que cette différence était
accentuée lors de la privation totale de sommeil (Satterfield et al., 2017) (Figure 24). Cependant toutes
les études n'observent pas d'effet du polymorphisme de COMT sur le PVT ou la somnolence subjective
(Goel et al, 2011). Le polymorphisme de COMT semble influencer les réponses neurocognitives et
neurophysiologiques lors d'une dette de sommeil ou au repos. Cependant, les polymorphismes de DAT1

et de DRD2 semblent aussi fortement impliqués dans cette variabilité.
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Figure 24. Fréquence du temps de réaction cumulé sur les lapses au test de vigilance psychomotrice en
fonction du polymorphisme de COMT au repos (baseline) et apres privation de sommeil (Daytime TSD)
(lignes pleines : les 5 premiére minutes du test , lignes pointillées : 5 derniére minutes du test) (Satterfield
etal, 2017).

Le polymorphisme de COMT est également associé a la caféine. En effet, dans une population
d’hommes d'dge moyen, le polymorphisme Val158Met de COMT est associé a un risque plus élevé d'un
infarctus du myocarde chez les forts consommateurs de caféine particulierement chez les porteurs du
génotype muté Met/Met (Happonen et al,, 2006). Mais aucune autre étude n'a montré l'influence du
polymorphisme de COMT sur les effets de la caféine sur les performances mentales. D'autres études ont
montré l'influence du polymorphisme de COMT sur les effets du modafinil pendant une dette de
sommeil (Bodenmann et al, 2009a, 2009b) mais d'autres investigations sur l'influence de la caféine
semblent nécessaires. L'ensemble de ces études montre I'implication possible du systeme
monoaminergique dans la variabilité de la réponse a la prise de caféine, particulierement pour les

transporteurs et récepteurs a la dopamine.
III.2.d. Le géne circadien PERIOD (PER3)

De nombreuses études ont étudié le réle des polymorphismes de PER3 sur le rythme circadien
et le sommeil (Maire et al., 2014 ; Rupp et al., 2013 ; Goel et al,, 2009b ; Lo et al., 2012 ; Viola et al., 2007 ;
Hida et al., 2014 ; Turco et al.,, 2017 ; Liberman et al.,, 2018). Concernant les polymorphismes de PER3, le
plus étudié est le VNTR (rs57875989). Ce polymorphisme est associé aux effets de la dette de sommeil
sur 'attention soutenue et la mémoire. La séquence nucléotidique du gene PER3 va étre répétée 4 fois
PER3** ou 5 fois PER3*”. Plusieurs études montrent que les porteurs PER3** ont un profil plus résistant
a la dette de sommeil, illustré par moins de lapses que les PER3** (Maire et al., 2014) et sont plus rapide

que les PER3*>(Rupp et al.,, 2013). De plus, sur le test N-back évaluant la mémoire de travail, les PER3%*
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étaient moins affectés par la privation de sommeil que les PER3* et les PER3*> (Lo et al., 2012).
Cependant, certaines études n'ont pas trouvé de lien entre le polymorphisme de PER3 et les effets de la
privation de sommeil sur I'attention soutenue ou la somnolence subjective (Satterfield et al., 2015 ; Goel
et al., 2009b ; Vandewalle et al.,, 2009). Sur les paramétres du sommeil, Viola et al. (2007) ont montré que
les PER3>* s’endormaient plus rapidement, avaient une plus grande proportion de sommeil et un temps
total passé en sommeil lent plus élevé que les PER3* De plus, dans la bande de fréquence théta,
I'activité EEG était plus élevée chez les PER3°> en méme temps que le temps d'éveil continu augmente

comparé aux PER3%#, ce qui montre que ces sujets subissaient plus de pression de sommeil.

Un autre polymorphisme de PER3 a été également étudié plus particulierement sur le rythme
circadien, le rs228697, qui présente une substitution de la cytosine (C) en guanine (G) (Hida et al., 2014 ;
Anderson et al.,, 2018 ; Turco et al., 2017 ; Liberman et al., 2018). Cependant dans certaines études, des
résultats contradictoires sont observés et pourraient potentiellement étre expliqués par la différence de
populations étudiées. En effet, dans deux études, les porteurs de l'alléle C étaient plus fréquemment
présents dans le chronotype du matin que les porteurs de l'alléle G qui étaient plus du chronotype du
soir (Hida et al.,, 2014 ; Anderson et al., 2018). D'ailleurs, chez des nageurs, ceux du chronotype du soir
montraient une diminution de leur vitesse de nage sur 200m de 6% lors d'une performance matinale,
par rapport a la performance du soir (Anderson et al., 2018). Cependant Turco et et al. (2017) ont observé
I'inverse avec, dans une population italienne, les porteurs de I'alléle G qui étaient associés au chronotype
du matin et les porteurs de l'alléle C associés au chronotype du soir. L'implication des polymorphismes
de PER3 est bien observée dans la variabilité des réponses a la dette de sommeil et dans la modulation

de l'influence circadienne et homéostasique.

Concernant la relation avec la caféine, il n'existe pas ou peu de données. Gamble et al. (2011)
montrent que trois polymorphismes de PER3 sont associés a une augmentation de la consommation de

caféine et a une diminution de la probabilité de somnolence chez des infirmiéres travaillant de nuit.
III.2.e. Le facteur neurotrophique cérébral BDNF

Le facteur neurotrophique BDNF, exprimé particulierement dans le cortex préfrontal et
I'hippocampe, joue un role dans I'homéostasie du sommeil et son polymorphisme semble entrainer une
variabilité des réponses a la régulation du cycle veille/sommeil. Plus particulierement, BDNF module
I'activité de la sérotonine, de la dopamine et du glutamate qui sont des neurotransmetteurs impliqués
dans les émotions, la mémoire et I'apprentissage (Numakawa et al.,2010). Le rs6265 est le plus étudié et
présente une substitution de la valine (Val) par la méthionine (Met) ce qui correspond a une substitution

de la cytosine (C) en thymine (T). Egan et al. (2003) ont montré que les porteurs du génotype Met/Met
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montrent une moins bonne performance dans des taches de mémoire et jouent un réle dans I'activité

de BDNF.

Plusieurs études ont montré aussi son influence dans les réponses a la privation totale de
sommeil. Bachmann et al. (2012b) ont montré pendant une privation totale de sommeil que les porteurs
du génotype Val/Val montrent une meilleure performance sur la mémoire de travail au N-back que les
porteurs du génotype Val/Met. De plus, la puissance dans la bande de fréquence alpha double pendant
I'éveil chez les Val/Val ainsi que dans le REM dans la bande de fréquence alpha, théta et sigma en
comparaison aux porteurs du génotype Met. Lors de nuits normales, les porteurs du génotype Val/Val
passaient plus de temps en stade 3 que le génotype Val/Met (Bachmann et al., 2012b). Ces résultats
montrent bien I'implication du polymorphisme génétique de BDNF dans la modulation de I'activité EEG
lors d'une privation de sommeil ou lors d'une nuit normale. De plus, le polymorphisme de BDNF semble
influencer les réponses cognitives lors d'une privation totale de sommeil (Grant et al., 2018). Sur la tache
de Stroop, les porteurs du génotype Val/Met ont fait plus d’erreurs et étaient plus lents a répondre que
les Val/Val, montrant un plus grand co(t pour s'inhiber (Grant et al., 2018). En résumé, le polymorphisme
de BDNF semble impliquer dans la variabilité aux réponses a la privation de sommeil sur I'activité EEG

mais également dans les performances neurocomportementales.

Pour son implication dans la consommation de caféine, il a été émis I'hypothése que le BDNF,
aussi impliqué dans la régulation de la sérotonine, dopamine et du glutamate, pourrait étre en
corrélation positive avec le ré-enforcement des propriétés du café (The Coffee and Caffeine Genetics

Consortium et al., 2015).

II1.3. Implication des polymorphismes génétiques dans la pharmacocinétique et la

pharmacodynamie de la caféine

III. 3.a. les polymorphismes des cytochromes P450

Les polymorphismes des CYP1A2 semblent impliqués dans la variabilité interindividuelle du
métabolisme de la caféine (The Coffee and Caffeine Genetics Consortium et al., 2015, Fulton et al., 2018).
En effet, I'enzyme CYP1A2 est particulierement impliqué dans le métabolisme de la caféine. Le
polymorphisme rs2472297 de CYP1A2 est associé a la consommation de caféine avec les porteurs de
I'alléle T corrélés a une plus grande consommation de caféine et a un taux plasmatique de caféine plus
faible (Sulem et al.,, 2011). Les résultats de cette étude ont été renforcés avec des résultats similaires de

Josse et ses collaborateurs (2012). Pour le rs2472297 de la région de CYP1A1-CYP1A2, les porteurs du
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génotype T/T étaient plus a méme de consommer plus de 400mg par jour de caféine que les porteurs
de l'alléle C (Josse et al., 2012). Le polymorphisme de CYP1A2 (rs762551) est corrélé a I'augmentation
enzymatique de CYP1A2 particulierement chez une population de fumeurs avec les porteurs du
génotype A/A métabolisant plus rapidement la caféine que les porteurs de I'alléle C (Sachse et al.,, 1999).
De plus, pour le rs762551 du polymorphisme de CYP1A2, la supplémentation en caféine a eu un effet
bénéfique sur les performances physiques sur ergocycle (Womack et al.,, 2012, Guest et al.,, 2018). Aprés
I'ingestion de caféine, les porteurs du génotype A/A ont réduit leur temps de performance sur plusieurs
kilométres, comparé aux porteurs de lallele C, montrant une meilleure performance aprés
consommation de caféine (Womack et al., 2012, Guest et al.,, 2018). De plus, la consommation de 3
mg/kg de caféine améliore les performances au PVT pendant un test d'effort physique pour le
polymorphisme de CYP1A2, avec une meilleure performance chez les « métaboliseurs rapides » par
rapport aux « métaboliseurs lents », sans différence de génotype pour le polymorphisme d’ADORA2A

(Carswell et al.,, 2020).

II1.4. Autres variabilités interindividuelles liées a la dette de sommeil et a la caféine

De nombreux autres facteurs influencent la variabilité (age, sexe, environnement) aux réponses
a la privation de sommeil et au sommeil mais aussi aux effets de la caféine. En effet, notre environnement
va influencer sur notre génome par des variations appelées « épigénétiques ». Parmi ces facteurs
environnementaux, on peut rencontrer I'dge, le genre, le poids, la consommation de caféine, de tabac,
d‘alcool, de médicaments, ou encore le stress, I'hygiene de vie (alimentation, activité physique), le
chronotype qui vont modifier de maniére réversible I'activité des génes sans en modifier la séquence

d'ADN.
Ill4.a. L'4ge

Il existe une influence de I'age sur les réponses a la dette de sommeil. En effet, Rabat et al. (2016)
expliquent le fait que I'dge influe sur sa capacité a rester éveillé, pendant une restriction de sommeil. Les
sujets les plus vulnérables a la dette de sommeil, observé par |'évaluation de I'attention soutenue, étaient
les sujets les plus jeunes qui produisaient plus de lapses au PVT et se sentaient plus fatigués que les

sujets plus agés (Rabat et al., 2016 ; Adam et al.,, 2006).

L'age représente aussi un élément important de la variabilité interindividuelle aux effets de la
caféine (Clark et Landolt, 2016). La consommation de caféine chez des bébé, des enfants, des adolescents

ou des adultes va varier. Chez les adolescents, la consommation de caféine se fait principalement a
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travers la consommation de boissons énergisantes. Chez les adultes, la demi vie de la caféine ne semble
pas étre affectée par I'age, qu’on ait 20 ou 60 ans (Blanchard et Sawers, 1983). L'effet de la caféine sur le
sommeil semble similaire chez I'adulte a tout age, bien que chez les personnes plus agées sot observées
une augmentation des fréquences alpha et béta et une diminution des fréquence delta dans des régions

cérébrales précises (Drapeau et al., 2006).
HIL4.b Le sexe

Chez des sujets avec une BMI de 30kg/m? les hommes dormaient moins que les femmes
(Vorona et al., 2005). Il existe également une différence entre les sexes face aux effets de la privation
totale de sommeil. En effet, le signal EEG a I'éveil differe en fonction du sexe, mais il y a également une
modulation sur le temps de réaction. Celui-ci était plus long chez les femmes au PVT que les hommes
(Blatter et al., 2006). La privation de sommeil entraine aussi une diminution de la prise de risque chez les
femmes alors qu'une augmentation a été observée chez les hommes (Ferrara et al., 2015). De plus, une
privation de sommeil induit une plus forte anxiété chez les femmes que chez les hommes (Goldstein-

Piekarski et al., 2018).

Le genre n'a aucun effet sur la pharmacocinétique de la caféine. Cependant, la prise de
contraceptifs chez la femme et la grossesse engendrent un allongement de la demi-vie de la caféine

pouvant aller jusqu’a 20-h.
Il 4.c. Le poids

Une corrélation négative a été observée chez les hommes et les femmes entre le temps de
sommeil et le score d'indice de masse corporelle (IMC) (Bonanno et al., 2019). Le temps total de sommeil
diminue pendant que I'IMC augmente. Les patients obeses dorment moins que les patients en surpoids,
et ses deux populations ont un temps total de sommeil plus court que chez la population a IMC normal
(Vorona et al., 2005). L'excés de poids peut entrainer une augmentation de la somnolence diurne causé
par le temps de sommeil total plus faible ou encore par des troubles respiratoires (syndrome d'apnée
du sommeil) par rapport a une population normale et donc peut modifier les réponses face a la privation

totale de sommeil.
IIIL.4.d. La consommation de tabac, de caféine et de médicaments

Le tabagisme est associé a plus de risques d'avoir des troubles du sommeil avec des difficultés
a s'endormir et une somnolence diurne plus élevée (Jaehne et al,, 2009). Le tabac semble avoir un aspect

éveillant lié a la nicotine cependant, I'abstinence de cigarette chez les fumeurs entraine une dégradation
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de la mémoire de travail (Mendrek et al., 2006). Comme vu précédemment la prise de caféine a un effet
stimulant et va limiter la dégradation des performances induite par la privation de sommeil. De méme,
la prise de médicaments stimulants ou hypnotiques peut jouer sur la vigilance ou la somnolence pendant

une privation totale de sommeil.

Il 4.e L’activité physique habituelle

Sauvet et al. (2020) ont montré qu'une activité physique modérée a élevée pendant sept
semaines entraine une diminution de la pression de sommeil avant la privation de sommeil et limite la
dégradation des performances au PVT liée a la privation de sommeil. Cependant, I'activité physique n'a

pas influée sur la dégradation des autres taches cognitives pendant la privation totale de sommeil.

IIL.4.f. Le chronotype

La variation circadienne va moduler les effets de la privation totale de sommeil (Goel et al,
2009a). Par exemple, le profil circadien de la température corporelle est I'un des marqueurs biologiques
qui va démontrer une bonne ou mauvaise performance. Le chronotype d'une personne peut étre du
matin, intermédiaire ou du soir, et va jouer sur la variation interindividuelle des réponses
neurocomportementales face a la privation de sommeil (Taillard et al., 2011). Les sujets qui sont du
chronotype du soir ont montré une plus grande somnolence le matin que ceux qui sont du chronotype
du matin (Taillard et al., 2011). De plus, pendant la nuit de privation, ceux qui sont du chronotype du
soir avait une vigilance plus optimale que ceux du matin (Taillard et al., 2011). Il est également connu

gue la caféine va modifier le rythme circadien (Temple et al,, 2017)

III.5. Autres variabilités interindividuelles de la caféine

Précédemment, nous avons expliqué que de nombreux facteurs génétiques modifiaient la
pharmacocinétique et la pharmacodynamie de la caféine. Mais d'autres facteurs doivent étre pris en

compte tels que la consommation habituelle de caféine et les habitudes de vie (Nehlig 2018).

IIl.5.a. La consommation habituelle de caféine

Des réponses différentes aux effets de la caféine sont observées entre les non-consommateurs
et les consommateurs habituels de caféine. Les consommateurs habituels de caféine (environ
235mg/jour) montrent une détérioration sous placebo plus élevée que les non-consommateurs

(<50mg/jour) mais l'effet de la caféine est similaire chez les deux groupes (Rogers et al.,, 2013). En
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général, la différence entre les non consommateurs et les consommateurs habituels de caféine est
observée particulierement chez les consommateurs habituels avec une vigilance plus faible et une
somnolence plus accrue en condition placebo. Une augmentation de la pression diastolique et de la
pression systolique est observée apres une prise aiglie de caféine (250mg) seulement chez les non-

consommateurs.

Il a été observé une différence de réponse métabolique du cerveau humain par imagerie
spectroscopique écho-planaire entre des consommateurs habituels de caféine et des non
consommateurs, avec augmentation de lactate cérébral chez les non consommateurs dans I'heure qui
suit une prise de 10mg/kg de poids de corps de caféine (Dager et al., 1999). Aprés 1 a 2 mois
d'abstinence de caféine chez des consommateurs habituels, et apres réexposition a la caféine, une
augmentation du lactate cérébral est observée comme chez les non consommateurs. Beaumont et al.
(2016) ont évalué la prise aiglie et chronique de caféine pendant 4 semaines. La consommation
chronique de caféine (3mg/kg) entraine une tolérance a l'effet ergogénique de la dose aiguée de la
caféine. La prise de caféine aiguée semble plus bénéfique chez les non consommateurs que les
consommateurs habituels (217mg/j). La performance psychomotrice est dégradée (illustrée par une
vitesse plus lente) lorsque la caféine a été retirée chez les consommateurs habituels de caféine (James,
1998). De plus, les forts consommateurs de caféine, aprés 24 heures d'abstinence, ressentent des maux
de téte associés a une irritabilité, ce qui peut expliquer la dégradation élevée des performances lors de

la condition placebo (Juliano et Griffiths, 2004).

I a été émis I'hypothese que la consommation chronique de caféine entrainerait des
modifications épigénétiques sur les récepteurs ADORA2A. Cette consommation de caféine pourrait
induire une modification du niveau des récepteurs A2A via 'augmentation des enzymes de méthylation
de I'ADN (ADN-méthyltransférase 1, DNMT1) conduisant a une hyper-méthylation du gene ADORA2A
et entrainant une diminution de la transcription et donc une augmentation de la synthéese des récepteurs

(Marques et al,, 2011).

Généralement, la prise aiguée de caféine va étre plus bénéfique sur les performances chez les
non consommateurs que chez les consommateurs habituels. Cependant, cela peut dépendre de la
quantité habituelle de consommation de caféine, de I'heure de consommation, de la dose de
consommation aiguée et des tests évalués. En plus de ces variabilités, la consommation habituelle de

caféine semble différer en fonction d'autres variabilités interindividuelles.
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IIL5.b. Les habitudes de vie

Certaines habitudes de vie vont augmenter ou a l'inverse diminuer la demi-vie de la caféine.
L'exercice physique et le tabagisme vont la diminuer (Arnaud, 2010). La cigarette stimule la clairance de
la caféine en doublant le taux de métabolisme de la caféine via I'augmentation de l'activité enzymatique
du foie. Aprés I'arrét du tabagisme, la clairance initiale diminue de 36,1% avec une baisse de l'activité

enzymatique de 38,6% augmentant ainsi la demi-vie de la caféine (Arnaud, 2010).

A l'inverse, la consommation de la caféine a jeun ou associée a une consommation alimentaire
va modifier |'absorption de la caféine. La consommation d'une boisson sucrée associée a la caféine
augmente la demi-vie et diminue sa clairance (Fuhr et al., 1993). Egalement, I'alcool associé a de la
caféine va augmenter considérablement sa demi vie et diminuer sa clairance car I'alcool va avoir un effet
inhibiteur sur I'activité enzymatique des cytochromes (Ferre et al., 2011). De plus, certaines maladies du
foie ou encore I'obésité vont aussi augmenter la demi-vie de la caféine avec une diminution de la
clairance (Nehlig, 2018). Certains médicaments, comme vu précédemment pour la contraception orale,

vont jouer sur la pharmacocinétique de la caféine et sur son efficacité (Nehlig, 2018).

En résumé:

> Des mutations génétiques peuvent modifier la régulation de I'expression d'un géne, I'épissage,
la stabilité et la structure de I'ARNm, ainsi que I'abondance et la structure tertiaire de la protéine.

> Les polymorphismes d’ADORA2A et d’ADA modulent les réponses neurophysiologiques et
neurocomportementales a la dette de sommeil mais également les effets et la consommation
de la caféine.

> Le polymorphisme de COMT semble impliqué dans la modulation des réponses
neurophysiologiques et neurocomportementales lors d’'une dette de sommeil.

»  Le polymorphisme de PER3 est plus particulierement impliqué dans la préférence diurne, et
semble étre impliqué dans la consommation de caféine.

»  Le polymorphisme de BDNF semble impliqué dans la variabilité aux réponses a la dette de
sommeil sur l'activité EEG mais également dans les performances neurocomportementales.

> Les polymorphismes de CYP1A2 semblent étre fortement impliqués dans la pharmacocinétique
de la caféine.

» 1l existe d'autres variabilités interindividuelles pouvant influencer les réponses a la dette de
sommeil ou a la caféine comme I'age, le genre, la consommation habituelle de caféine, de

drogue, activité physique, le poids ou encore d'autres habitudes de vie.
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OBJECTIFS ET HYPOTHESES

Dans le cadre de certaines activités professionnelles, en particulier dans les armées, la sécurité
ou la santé, les personnels sont amenés a travailler la nuit et a rester éveillés pendant une période
prolongée, créant une dette de sommeil, tout en maintenant un haut niveau de performance cognitive

et physique.

Nous avons vu que la caféine était fréquemment utilisée comme stratégie pour lutter contre la
dégradation des performances induite par la dette de sommeil. Cependant, il a été rapporté qu'il existait
une grande variabilité interindividuelle dans les réponses cognitives et physiques a la privation de
sommeil et dans les effets de la caféine. Enfin, nous avons mis en exergue que les polymorphismes

génétiques pourraient étre a I'origine d'une partie de cette variabilité.

A partir de ce travail bibliographique, nous avons pu sélectionner quinze polymorphismes
génétiques (cytokines pro-inflammatoires, systemes adrénergiques et dopaminergiques, géne de
I'horloge circadienne ou cytochromes P450 1A;) qui seraient impliqués dans la variabilité

interindividuelle a la privation et aux troubles du sommeil ou aux effets de la caféine.

Aussi, ce travail de thése a eu pour objectif de déterminer I'influence de polymorphismes
génétiques associés a la pharmacocinétique et la pharmacodynamie de la caféine sur la durée de
sommeil, les troubles du sommeil et la dégradation des performances au cours d'une privation totale de

sommeil.

Dans un premier temps, dans une large population de travailleurs frangais, nous avons observé
I'influence de polymorphismes génétiques associés et a la pharmacodynamie et pharmacocinétique de

la caféine, sur le temps total de sommeil et les troubles du sommeil, évalués par un questionnaire adapté.

Puis dans un second temps, nous avons évalué I'influence des polymorphismes génétiques sur
les I'efficacité de la caféine au regard des performances cognitives et des performances physiques, lors

d'une privation totale de sommeil en laboratoire.
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TRAVAIL EXPERIMENTAL

Dans le cadre de ce travail de theése, deux études chez I'homme ont été effectuées et ont donné

lieu a un article publié et un article en cours de publication.

Etude n°1 : « Effet des polymorphismes génétiques sur les troubles du sommeil et la consommation de
caféine ». Cette étude avait pour objectif de déterminer si des polymorphismes génétiques (seuls ou en
association) liés a la pharmacocinétique ou a la pharmacodynamie de la caféine sont des facteurs de

risque indépendants des troubles du sommeil.

Article associé (Annexe 2) :
- Erblang, M., Drogou, C., Gomez-Merino, D., Metlaine, A, Boland, A, Deleuze, J.F., Thomas, C., Sauvet,
F., and Chennaoui, M. (2019). The Impact of Genetic Variations in ADORA2A in the Association between

Caffeine Consumption and Sleep. Genes 10, 1021.

Etude n°2 : « Polymorphismes et efficacité de la caféine sur les performances au cours de la privation
totale de sommeil, chez le sujet sain ». Une étude multicentrique, caféine versus placebo, randomisée,
en cross over et en double aveugle avait pour objectif d'évaluer I'influence de cinq polymorphismes
génétiques (ADORA2A, TNF-a, ADA, COMT et PER3) sur l'efficacité de la caféine pour prévenir la
dégradation des performances au cours d'une privation totale de sommeil. Les performances évaluées
sont les performances cognitives (attention soutenue), physiques (tests de saut, test charge-vitesse), ou

psychomotrices (test de simulateur de conduite et de tir a la carabine laser).

Article associé (Annexe 3, 4 et 5) :

- Erblang, M., Sauvet, F., Drogou, C., Quiquempoix, M., Van Beers, P., Guillard, M., Rabat, A,, Trignol, A.,
Bourrilhon, C,, Erkel, M-C., Léger, D., Thomas, C., Gomez-Merino, D., and Chennaoui, M. (2020). TNF-q,
ADORAZ2A and PER3 polymorphisms and caffeine efficiency on neurobehavioral performance during
sleep deprivation: a randomized, cross over study. En révision septembre 2020.

- Drogou, C,, Sauvet, F., Erblang, M., Detemmerman, L., Derbois, C., Erkel, M-C,, Boland, A., Deleuze, J-F.,
Gomez-Merino, D., Chennaoui, M. (2020). Genotyping on blood and buccal cells using loop-mediated
isothermal amplification in healthy humans. Biotechnology Reports 26, e00468.

- Quiqguempoix, M., Erblang, M., Vergez, A, M., Van Beers, P., Guillard, M., Trignol, A., Drogou, C,
Gomez-Merino, D., Léger, D., Chennaoui, M., Sauvet, F., Rabat, A. (2020). Time-on-task deficits during

total sleep deprivation with and without caffeine. en préparation.
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IV. Etude n°l: Effets des polymorphismes génétiques sur les troubles du

sommeil et la consommation de caféine

IV.1. Objectifs de I'étude

L'objectif global de cette premiere étude était d'évaluer l'influence de quinze polymorphismes
génétiques sur les troubles du sommeil et la consommation de caféine dans une large population de
personnes en activité professionnelle. Plus précisément, I'objectif était de déterminer les fréquences de
ces polymorphismes génétiques et d'évaluer leurs liens avec les troubles du sommeil, le temps total de
sommeil et la consommation de caféine. L'article associé (annexe 2) présente les résultats uniquement

des six SNPs d’ADORA2A. D’autres articles sont en préparation.

IV.2. Matériels et méthodes
IV.2.a. Les participants

Il s'agit d'une étude multicentrique sur une population active francaise. L'échantillon était
composé d’hommes et femmes, en bonne santé, agés entre 18 et 60 ans et en activité professionnelle.
Les participants ont été recrutés au sein du service médical d'Ernst Young (tour First a la défense), de
I'Institut de recherche biomédicale des armées (IRBA) et du Centre national du sport de la défense
(CNSD). Les participants ont été inclus dans I'étude au centre du sommeil et de la vigilance de I'h6pital
I'Hotel-Dieu (APHP) et ont donné leur consentement écrit. L'étude a recu l'avis favorable du Comité de
protection des personnes de Cochin (CPP d'lle de France 1V, Paris) et I'autorisation de recherche de
I'Agence Nationale de la Sécurité du Médicament et des Produits de Santé (ANSM, 2017-A00234_49).
Elle a été menée selon les principes exprimés dans la Déclaration d'Helsinki de 1975, révisée en 2001.
Cette étude a été enregistrée dans la base de données publiques ClinicalTrials.gov (NCT : NCT03855774).
Les criteres d'exclusion étaient les personnes inactives (chdmage, retraite, maladie longue), les mineurs,

les femmes enceintes et I'absence de couverture sociale.
IV.2.b. Protocole expérimental

Les participants ont rempli un questionnaire concernant leurs habitudes de vie, leur sommeil et
leur consommation de caféine puis ont donné un échantillon de salive, dans des conditions précises,

pour |'analyse génétique.
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Le questionnaire a été concu avec le logiciel d'enquéte et d'analyse statistique Sphinx IQ (Le
Sphinx, Parc Altais, Chavanod, 74650, France) en francais. Il évaluait différents criteres : la biométrie (sexe,
age, poids, taille), les origines ethniques, les habitudes et troubles du sommeil, les habitudes de
consommation de caféine et ses effets, ainsi que les antécédents d'accidents du travail et de circulation.

Ce questionnaire comportait différents types de réponses, ouvertes, fermées, et a choix multiples.

Pour I'évaluation du sommeil et des troubles du sommeil, nous avons utilisé le questionnaire en
version francaise validé par I'hOtel-Dieu (Léger et al., 2011). Ce questionnaire est basé sur le Stanford
sleep questionnaire and evaluation of wakefulness (SQAW) qui couvre les habitudes de sommeil ainsi
que les troubles. La définition des troubles du sommeil est basée sur la classification internationale des
troubles du sommeil (ICSD, 3™ édition) ainsi que sur le manuel diagnostique et statistique des troubles
mentaux (DSM-1V) (Frances et al., 2013). Dans notre étude, le principal trouble du sommeil était
I'insomnie définie par au moins un des quatre critéres suivants : des difficultés a s'endormir, des réveils
nocturnes fréquents et/ou précoces et un sommeil non réparateur ; ce critere est observé pendant au
moins un mois et est associé a une somnolence diurne. Les apnées du sommeil et I'insomnie sévere sont
également relevées. Pour évaluer la somnolence, plusieurs éléments ont été pris en compte comme par
exemple les habitudes de sieste ou la sensation a I'éveil mais I'échelle de somnolence diurne d'Epworth
a été aussi utilisée (Johns, 1992). La consommation de médicaments hypnotiques (somniféres) ou

stimulants ainsi que la consommation de drogues ont également été renseignés dans le questionnaire.

Les habitudes de consommation de caféine et ses effets comprenaient les boissons et aliments
contenant de la caféine, tels que le café, le thé, le cola ou encore les boissons énergisantes. Pour chaque
boisson et aliment, la fréquence et la quantité étaient répertoriées en moyenne par le participant. La
dose correspondante en milligramme a été fixée afin d'évaluer la consommation journaliere
approximative (Cornelis et al., 2011). Les participants ont été répartis dans 3 catégories : les faibles
consommateurs de caféine (0-50mg/j), les modérés (51-300mg/j) et les élevés (>300mg/j) (Roger et al,,

2010 ; Temple et al., 2017).

La détermination des génotypes a été effectuée en aveugle par le Centre National de
Recherche en Génomique Humaine (CNRGH) avec la méthode Tagman a partir de prélévements
salivaires. Le prélevement de salive a été effectué sur les 1083 volontaires, aprés ringage de la bouche, a
partir de kits d’ADN Oragene OG-500 (DNAgenotek, Ottawa, Canada). Les volontaires avaient pour
consigne de ne pas avoir mangé ni bu ni fumé au moins 30 minutes avant le prélévement. Les
échantillons de salive sur kits sont stables pendant au moins cinq ans a température ambiante. La

purification de I'ADN génomique a été effectuée par l'automate Autopure LS (Qiagen, Hilden,
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Allemagne). Le contrdle qualité a permis d'estimer la quantité d’ADN, son intégrité ainsi que sa capacité
d'amplification par PCR. Les 1083 extraits d'’ADN ont été transférés sur des plaques a 384 puits. La
sélection des SNPs d'intérét était basée sur des études antérieures. Les génotypes ont été déterminés
par des sondes prédéfinies ou personnalisées. Les tests de génotypage TagMan SNP ont été fournis par
Thermo Fisher Scientific (Whaltham, USA). La PCR a été effectuée sur le systéme PCR GeneAmp 9700, et
un systéme 7900HT avec la version 2.4 du logiciel SDS (Applied Biosystems, Foster City, USA) a été utilisé
pour la détection de la fluorescence et la discrimination allélique. Pour ADORA2A rs5751876, les produits

d'amplification ont été séquencés par la méthode de Sanger.
IV.2.c. L'analyse statistique

La fréquence des troubles du sommeil supérieure a 3 mois a été déterminée. Chaque
polymorphisme est ensuite caractérisé en fonction de sa fréquence et du pourcentage de sujets de la
population étudiée présentant des troubles du sommeil au sein de ce polymorphisme. La détermination
de la fréquence des profils génotypiques pour chaque SNPs est analysée. Une analyse univariée et
multivariée pour les troubles du sommeil et I'insomnie a été faite en association avec les types de SNPs,
avec des ajustements pour la consommation de caféine, de tabac, le poids, le sexe et I'age. Ces analyses
sont faites a 'aide de R studio (logiciel R (version 3.6.0, 04.24.2019)) et la significativité est fixée a p<0,05.
Les variables qualitatives sont présentées comme le nombre de participants et le pourcentage [n(%)], les
variables quantitatives sont présentées en tant que moyenne + IC95% (95% intervalle de confiance). Le
temps total de sommeil a été analysé par une analyse de variance (ANOVA) a 2 facteurs a mesures
répétées (groupe de caféine x génotype) et une analyse de variance a 1 facteur (groupe de caféine ou
génotype). Les Odds ratios (IC95%) ont été calculés et ajustés selon I'age, le sexe et le tabac. La
distribution des génotypes dans les deux alleles a été examinée en utilisant I'équilibre de Hardy -
Weinberg. Si une interaction significative était observée un test de Bonferroni post-hoc était utilisé pour
comparer l'allele (mutation hétérozygote et homozygote) a l'allele ancestral et la consommation de
caféine (modérée et élevée versus faible). Les associations entre des variables qualitatives (troubles du

sommeil) et des alléles de SNPs a été réalisée a 'aide d'un test X 2.

Pour les polymorphismes de ADORA2A, géne du récepteur A2A a l'adénosine, l'analyse
d’haplotypes de déséquilibre de liaison (D, D'et R?) a été faite en utilisant le programme SNPStats (Solé
et al, 2006). Les haplotypes identifiés ont été calculés mais afin de minimiser la perte de puissance,
seulement les six haplotypes avec une fréquence supérieure a 1% ont été pris en compte pour l'analyse

statistique. L'haplotype le plus courant a été choisi comme référence pour I'analyse posthoc.
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IV.3. Résultats

1083 participants d'ascendance européenne ont complété le questionnaire. Soixante
participants ont été exclus, dont 22 ayant fourni un échantillon de salive non utilisable, un n‘ayant pas
fourni de consentement éclairé, 34 ayant au moins une réponse manquante au questionnaire et 3 ont

présenté un critere d'exclusion.
1V.3.a. Les participants

Un total de 1023 participants, comprenant 405 femmes (39,6%) et 618 hommes (60,4%), ont été
inclus dans I'étude. Les sujets, agés de 32,5 (+ 9.6) ans en moyenne, avaient un indice de masse corporel
(IMC) moyen de 23,6 + 3,5 kg.m™, 56 (5,5%) étaient obéses et 225 (22,0%) en surpoids. 43,3% des
participants étaient célibataires et 56,6% étaient mariés ou en concubinage. Environ 37,8% d’entre eux
avaient au moins un enfant. Environ 192 (18,8%) des participants sont des fumeurs actuels et 81,0% ne
fument pas. Une consommation réguliére d'alcool >1 verre par jour est observée chez 76 (7,4%)
participants ; 671 (65,6%) faisaient plus de 2-h d'activité physique par semaine. Environ 129 (12,6%)
consommaient régulierement des traitements pharmaceutiques, les plus fréquents étant les
contraceptifs (26,5%), le lévothyrox (7,5%), le traitement pour la pression artérielle (7,5%), pour les
allergies (7,4%), pour I'asthme (7,5%) et les inhibiteurs de la pompe a proton (IPP, 6,5%). L'utilisation de
sédatifs ne concernait que 9 participants (0,9%). La consommation quotidienne moyenne de caféine était
de 243+6,5 mg (SEM) avec 202 participants (19,7%) appartenant au groupe de faibles consommateurs
de caféine (0-50mg/jour), 478 participants (46,7%) appartenant au groupe de consommateurs modérés
de caféine (51-300mg/jour) et 343 participants (33,5%) appartenant au groupe des forts consommateurs

de caféine (>301mg/jour).

L'age varie selon les groupes de consommateurs, avec des sujets plus jeunes chez les faibles
consommateurs par rapport aux forts consommateurs de caféine (28,7+0,6 ans vs. 35,9+0,5 ans). Les
fumeurs étaient surreprésentés (p<0,01) dans les groupes de consommateurs élevés (30,8%) et modérés
(12,1%) par rapport au groupe de faibles consommateurs de caféine (7%). Dans les groupes de
consommateurs modérés et élevés de caféine, respectivement 55% et 19,0% des fumeurs
consommaient plus de 5 cigarettes par jour. Sur les 1023 participants, 46,8% ont signalé des troubles du

sommeil et 10,7% d'insomnie (tableau 3).

76



Tableau 3. Caractéristiques de la population.

Population valeurs
Age (années) 325+03
IMC (kg/m?) 236 +0,1
Consommation d'alcool (> 1 verre/jour) 76 (7,4%)
Fumeurs (>1 cigarette/jour) 192 (18,8%)
Activités physiques (>2 h/semaine) 671 (65,6%)
Travail posté (3 x 8) 19 (1,9%)
Prise de médicament (>5 ans) 129 (12,6%)
Consommation de caféine (mg/jour) 243 + 6,5
Echelle de somnolence d'Epworth (score) 7,7 +0,1
Temps total de sommeil (h) 70+0,1
Troubles du sommeil (> 3 mois) 479 (46,8%)
Insomnie 109 (10,7%)
Insomnie sévére 4 (0,4%)
Apnée du sommeil 115 (11,2%)
Utilisation de sédatifs 9 (0,9%)

Les valeurs sont en moyenne+SEM pour les variables quantitatives et en nombre (%) pour les variables qualitatives,
N=1023 405 (39.6%) femmes ou 618 (60.4%) hommes)

IV.3.b. Le temps total de sommeil, les troubles du sommeil et I'insomnie en fonction de Ila

consommation de caféine

Le temps total de sommeil (TST) nocturne autodéclaré diminue avec I'augmentation de la
consommation de caféine, quel que soit le génotype. L'analyse ANOVA a montré que le TST était
significativement plus faible chez les consommateurs élevés par rapport aux consommateurs faibles et
modérés (F=13,85 p<0,01, tableau 4). Les troubles du sommeil supérieurs a 3 mois étaient
significativement plus élevés (Ora = 1,9[1,1-3,3]) chez les forts consommateurs en comparaison aux
faibles et moyens consommateurs. L'insomnie était plus élevée chez les forts consommateurs en
comparaison avec les faibles consommateurs (Ora=1,5[1,1-1,9]). Le pourcentage de participants
rapportant des effets secondaires de la caféine augmente avec la consommation quotidienne de caféine
(p<0,01), avec 50% rapportant au moins un effet secondaire lorsque la caféine est consommée a plus

de 300mg/jour.

Tableau 4. Temps total de sommeil (TST), troubles du sommeil et insomnie en fonction de la
consommation de caféine.

Faibles consommateurs Consommateurs modérés  Forts consommateurs Analyse

(0-50 mg/jour) (51-300 mg/jour) (>300 mg/jour) statistique
N 202 (19,7%) 478 (46,7%) 343 (33,5%)
TST, heure + SD 7,15 £ 0,08 7,04 £ 0,04 6,75+ 0,05 #* F=139, p=0.01
Troubles du sommeil >3 mois, 7(%) 93 (46,0%) 206 (43,1%) 180 (52,5%) #* X =171 p=0.03
Insomnie, 1 (%) 15 (7,4%) 51 (10,7%) 43 (12,5%) # X? =3,5, p=0.05

N . le nombre de sujets répartis dans les trois groupes de consommation quotidienne de caféine. SEM : erreur
standard de la moyenne ; # p<0,05 vs. faibles consommateurs (0-50mgy/jour) ; * p<0,05 vs. consommateurs modérés
(51-300mgyjour).
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1V.3.c. La répartition des polymorphismes

La répartition des polymorphismes génétiques de cette étude est similaire a la base de données
internationale 1000 Génomes (tableau 5). Pour les 6 polymorphismes d’ADORAZ2A, les fréquences des
génotypes étaient conformes a I'équilibre Hardy-Weinberg (p>0,16). L'analyse du déséquilibre de liaison
par paire a montré un LD (linkage disequilibrium - déséquilibre de liaison) modéré a fort entre les
polymorphismes d’ADORA2A (Figure 25). Nous avons observé une valeur au R-square>0,8 entre le

rs2298383, rs3761422, rs5751876 et le rs4822492.

ADORA 2A, structure du gene et SNPs
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Figure 25 : Organisation génomique du géne d’ADORAZA (NM_000675 situé sur le Chr.22q11.23,
GRCH38p12) avec la position des SNPs sélectionnés (A) et le déséquilibre de liaison par paire (the
pairwise linkage desequilibrium : LD) (B). Les exons codant d’ADORAZA sont le 1, 2, 3, 4 illustrés par un bloc
noir. Sur la base de référence du génome GRCH38, le rs5751862 est dans la région de régulation 5, rs2298383 et
rs3761422 sont dans la région 5(5°UTR), rs2236624 est intronique en 3-4, rs5751876 est une mutation synonyme
située sur I'exon 4 et rs4822492 est en 3°'UTR. Les valeurs et couleurs dans les cases montrent I'étendue de /la LD (si

le nombre est rouge alors le LD est plus élevé ; si le nombre est blanc alors le LD est bas) évaluée par les statistiques
D’ et R-square.
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Tableau 5. Répartition des polymorphismes génétiques.

Polymorphismes génétiques Génotypes Nombre observé, N(%) Nombre attendu®
G/G® 293 (28,8%) 25%
5751862 ADORA2A
s (22:24406.596) G/A 493 (48,2%) 50,5%
S A/A 204 (21,9%) 24,5%
a (o) (o)
rs2298383 ADORA2A /e 210 (20,6%) 17.1%
(22:24.429.503) T 463 (45,3%) 48,5%
S /T 332 (32,4%) 34,4%
a 10, 0
rs3761422_ ADORA2A c/c 398 (38,9%) 384%
(22:24.430.700) T 458 (44,8%) 46,3%
SR /T 149 (14,6%) 15,3%
a (o) 0,
rs2236624 ADORA2A /e 625 (61,1%) >4,7%
_ T 337 (32,8%) 36,8%
(22:24,440,056)
A0 /T 51 (5,1%) 8,5%
a 0, 0
rs5751876_ADORA2A c/c 359 (35.0%) 37,4%
T 454 (44,5%) 47,1%
(22:24,441,333)
/T 182 (18,1%) 15,5%
a 0, 0,
rs4822492_ADORA2A c/C 210 (20,5%) 17,1%
(22:24.447.626) /G 461 (45,1%) 48,5%
SR G/G 339 (33,0%) 34,4%
G/G*® 744 (74,1%) 74,4%
1800629 TNF-
s (631.575.254) « G/A 248 (24,7%) 24,4%
31,575, A/A 12 (1,2%) 1.2%
G/G® 134 (13.3%) 12:3%
1143627 IL-1
rs(2-112 836_810)6 G/A 435 (43,0%) 45,7%
e A/A 442 (43,7%) 42,0%
A/A® 600 (59,2%) 59,8%
'?;‘_72;97721146;:)6 AT 362 (35,7%) 34,4%
eeles /T 52 (5,1%) 5,8%
a 0, 10,
152472297 CYP1A1/2 c/c 686 (67,5%) 62,0%
(15.74735.539) /T 286 (28,1%) 33,0%
74,735, /T 45 (4,4%) 5,0%
a (o) 0
rs762551_CYP1A2 A/A 45745, 7%) 47,5%
(1574729576 A/C 437 (43,7%) 41,0%
e c/C 106 (10,6%) 11,5%
a [o) 0
rs73598374_ADA c/c 897 (89,2%) 88,1%
2044, 651.536) T 105 (10,4%) 11,5%
AL /T 4 (0,4%) 04 %
G/G® 309 (30,5%) 26,4%
4 MT
('252,‘?’[309-:307 18) G/A 496 (49,0%) 47,2%
119,963, AJA 208 (20,5%) 26,4%
c/ce 647 (64,1%) 64,2%
265 BDNF
('1516, 276 2-58 369 T 307 (30,4%) 32,2%
21538, /T 55 (5,5%) 3,6%
c/Cce 837 (82,6%) 817%
228697 PER
'5(1_78237-519) 3 /G 166 (16,4%) 17,3%
ech G/G 10 (1,0%) 1%

? représente ['alléle ancestral;® Nombre attendu en accord avec la base de données du projet 1000
Génomes sur le site du « GRCh38 reference assembly » (http.//www.internationalgenome.org/). Les
valeurs qualitatives sont en nombre (%).
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1V.3.d. Impact des polymorphismes d’ADORAZA (géne du récepteur adénosinergique A2A) sur le
temps total de sommeil, les troubles du sommeil et I'insomnie en fonction de la consommation

de caféine.

Le temps total de sommeil (TST) nocturne autodéclaré diminue avec I'augmentation de la
consommation de caféine. L'analyse ANOVA a 2 facteurs montre un effet significatif de la consommation
de caféine sur le TST mais aucun effet significatif du génotype pour les 6 SNP d’ADORA2A, avec une
interaction entre le génotype et la consommation de caféine pour 4 SNPs (tableau 6). Une analyse post-
hoc montre que le génotype est associé a une différence significative du TST uniquement chez les faibles
consommateurs de caféine (0-50mg/jour). Chez les faibles consommateurs de caféine, le TST est
significativement inférieur chez les porteurs du génotype C/T et T/T en comparaison aux porteurs du
génotype C/C (ancestral) pour deux SNPs d’ADORA2A (rs5751876 et le rs3761422) alors que le TST est
supérieur chez les porteurs du génotype T/T (vs. C/C) pour le rs2298383 et les porteurs du génotype G
(C/G, G/G) vs. les porteurs du génotype C/C du rs4822492 (tableau 6).

Tableau 6. Influence des 6 polymorphismes d’ADORAZA sur le temps total de sommeil (TST) en fonction des groupes de
consommateurs de caféine.

Géno Faibles consommateurs Consommateurs modérés Forts consommateurs

SNPs types (0-50 mg/jour) (51-300 mg/jour) (>300 mg/jour) ANOVA (F (b))
Groupe de
Moyenne Moyenne Moyenne Génotype Interaction
N N N Caféine
+ 1C95% + IC95% + IC95% (F2,1021) (F4,1019)

(F2,1021)

rs5751862 G/G*? 52 (17,8%) 7,23 + 0,44 148 (50,5%
G/A 106 (21,5%) 7,28 £ 0,26 223 (45,1%

7,09 + 0,22 93 (31,7%) 6,95 + 0,14

2 12
710£014# 164 (33,1%) 681+0,12# 74 g .

(p<001) =078 (b =026

(p<001) (p=081) (p=003)

A/A 39 (17,3%) 746 + 0,44 102 (45,3% 6,94 + 0,18 83 (36,9%) 6,77 £ 0,18 #
rs2298383 /e 62 (18,7%) 6,93 + 0,44 155 (46,8% 7,10 + 0,14 114 (34,4%) 6,96 + 0,18 82 02 19
c/T 92 (19,8%) 713 £ 0,44 198 (42,7% 7,09 + 0,14 172 (371%) 6,79 +0,12# g . !
44 ( )

T 209%)  7,52+032* 113(53,8%) 699+016#  53(25%) 688 +014#
rs3761422  C/C* 79 (19,3%) 756+ 028 187 (458%) 7,00+ 0,16# 131(321%) 684+014#
/T 89(194%) 7,00+ 032* 204 (445%)  7,06+014 164 (358%) 679+ 0,12 #
T 28 (188%)  685+045*  76(51,0%) 727032  45(302%) 699 + 0,10 #
rs2236624  C/C®  130(20,8%) 730026 284 (454%) 7,00+012# 210 (336%) 686+ 0,10 #

T 60 (19,6%) 717 £036 159 (472%) 7,21+ 020 117 (34,7%) 674 + 0,14 #

/T 11(21,6%) 6,62 + 0,80 27 (52,9%) 712 +0,32 13 (25,4%) 7,05+ 0,28 #

7,1 a4 12
(p<001) (p = 0,66) (p = 0,04)

(
(
(
(
(
(
(
(

35 03 14
P<00) (=073 (p=018

rs5751876  C/C° 68 (18,9%) 753030  165(460%) 699 +014# 125(348%) 685 +014# 75 01 18
¢/T  91(200%  705%032* 199(365%) 709+020  163(359%) 680 +012# . ’ y

<001 =091 = 0,04

/T 38(20,9%)  692:048*  98(538%)  7,01+£028  49(269%) 697+ 020 4 ) (=091) (p )

rs4822492  C/C*  44(21,0%) 693+ 044  113(538%) 699x014  53(252%) 686014 82 01 18

C/G  91(197%)  726+032* 200(433%)  7,09+014 169 (367%) 679 +012# ’ ’ ’

0,01 =0 = 0,04,

G/G  64(189%)  752+030%  159(469%) 710+024# 115(339% 696s+018¢ P <00V (=05 4

@ correspond a lalléle ancestral. * p<0.05 correspond a la différence significative vs. génotype ancestral. # p<005 vs. faibles
consommateurs de caféine (0-50mg). N est le nombre total de sujets avec l'alléle correspondante, n est le nombre total de sujets se
plaignant de troubles du sommeil ou d'insomnie pour chaque génotype (% est calculé en fonction du nombre de sujets dans chaque
groupe de caféine). Fz1021 €t F21019 sont les résultats de I'analyse ANOVA a 2 facteurs (groupes de consommation de caféine x SNP).

L'analyse globale du TST chez tous les sujets montre aucun effet des polymorphismes (tableau 7).
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Tableau 7. Influence des 6 polymorphismes d’ADORAZA sur le temps total de sommeil (TST), les troubles
du sommeil et l'insomnie.

SNPs Génotypes N Temps total de sommeil (TST) Troubles du sommeil Insomnie
moyenne * IC95% n (%) ORa (IC95% ) n (%) ORa (IC95%)
rs5751862 G/G? 293 7,02 £ 0,12 124 (42,3%) 1 32 (10,9%) 1
G/A 493 6,98 + 0,14 226 (46,0%) 1,2 (0,9-1,5) 46 (9,3%) 1,2 (0,73-2,13)
A/A 224 6,89 + 0,16 123 (54,7%) 1,6 (0,9-2,3) 30 (13,4%) 0,8 (0,52-1,34)
rs2298383 c/c? 210 6,99 + 0,14 88 (41,9%) 1 23 (10,9%) 1
/T 463 6,94 + 0,12 207 (44,7%) 1,2 (0,6-1,4) 40 (8,6%) 0,8 (0,4-1,3)
T 332 7,01 £ 0,14 174 (52,4%) 1,9 (1,2-3,1) * 44 (13,3%) 1,5 (1,3-2,5) *
rs3761422 c/ce 398 6,99 + 0,10 200 (49,1%) 1 49 (12,0%) 1
/T 458 6,91 + 0,10 204 (44,5%) 0,7 (0,6-1,0) 38 (8,3%) 0,6 (0,4-0,9) *
T 149 7,08 £ 0,16 64 (43,0%) 0,8 (0,5-1,1) 19 (12,8%) 0,6 (0,6-1,7)
52236624 c/c? 625 6,97 + 0,04 299 (47,8%) 1 67 (10,7%) 1
/T 337 6,94 + 0,05 153 (45,4%) 0,9 (0,7-1,2) 35 (10,4%) 0,9 (0,6-1,6)
1l 51 7,03 + 0,14 21 (41,2%) 0,8 (0,4-1,4) 7 (13,7%) 1,4 (0,6-3,2)
rs5751876 c/ce 359 6,98 + 0,05 185 (51,5%) 1 46 (12,8%) 1
/T 454 6,93 + 0,04 198 (43,6%) 0,7 (0,5-0,9) * 36 (7,9%) 0,5 (0,3-0,9) *
1l 182 6,99 + 0,08 80 (43,2%) 0,7 (0,5-0,9) * 21 (11,5%) 0,9 (0,5-1,5)
rs4822492 c/c? 210 6,98 + 0,05 89 (42,4%) 1 23 (10,9%) 1
C/G 461 6,93 + 0,04 207 (44,9%) 1,1 (0,5-1,2) 39 (8,4%) 1,3 (0,7-2,2)
G/G 339 7,01 + 0,07 178 (52,5%) 1,5 (1,1-2,1) * 46 (13,6%) 1,9 (1,3-3,2) *

2 correspond a l'alléle ancestral. * et en gras (p<0.05) correspond a la différence significative vs. génotype ancestral. N
est le nombre total de sujets pour chague génotype et n est le nombre de sujets rapportant des troubles du sommeil
ou de l'insomnie pour chaque génotype. ORa : Odds ratio ajustés a I'dge, au sexe, a la consommation de tabac.

Six haplotypes différents (ATCCCG, GCTTTC, GCTCTC, GTCCCG, GCCCTC, GCCCCC) et un rare
ont été trouvés, la fréquence la plus élevée étant de 45,3% pour I'haplotype 1 (tableau 8). Les haplotypes
2 (21,2%) et 3 (15,7%) de notre étude correspondent respectivement aux haplotypes HT1 et HT4 de
I'étude de Bodenmann et al. (2012). Dans son étude, les porteurs de I'haplotype 4 étaient plus
performants sur une tache de PVT pendant une privation totale de sommeil en comparaison aux autres
haplotypes non-HT4 et ne présentaient pas moins de rebond des ondes lentes dans I'EEG lors du

sommeil récupérateur aprés privation.

Tableau 8. Fréguences des haplotypes d’ADORAZA (n=1023).

rs5751862 rs2298383 rs3761422 rs2236624 rs5751876 rs4822492 %

1 A T @ C C G 453%
2 G C T T T C 21,2%
3h G @ T C T C 15,7%
4 G T C C C G 11,1%
5 G @ @ @ T C 2,8%
6 G @ @ C C C 2,6%
Rare 1,30%

" correspond a I'haplotype HT4 de I'étude de Bodenmann et ses collaborateurs (2012) (Bodenmann et al, 2012)
Rare représentent les haplotypes avec une fréquence <1%.
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TST (h)

L'analyse ANOVA a 2 facteurs (caféine et haplotype) montre un effet significatif de la
consommation de caféine (p=0,02 ; F=4,51) avec une interaction significative (p=0,03 ; F=2,42) sur le
TST, mais aucun effet de I'haplotype (p=0,10 ; F=1,42). Le TST est inférieur chez les forts consommateurs
de caféine par rapport aux faibles consommateurs pour tous les haplotypes. De plus, le TST est inférieur
chez les faibles consommateurs de caféine pour les haplotypes 2 et 3 (incluant I'alléle T du rs5751876)

par rapport a I'haplotype 1 (incluant I'allele C du rs5751876) le plus fréquent (Figure 26).

8 -
-4+ ATCCCG
75 r
—eo— GCTTTC
7 r —o— GCTCTC
6.5 | & GTCCCG
--#-GCCCTC
6 L
e GCCCCC
5'5 | | ]

<50 mg 51 - 300 mg > 300 mg

Caffeine consumption / day

Figure 26. Influence de 6 haplotypes d’ADORAZA sur le temps total de sommeil (TST). Les valeurs sont en
moyenne + IC95%, * est la différence (p<0,005) entre les haplotypes GCTTTC et ATCCCG (haplotype 1, 45,3%), #
entre GTCCCCG et ATCCCG (p<0,05).

Le risque de troubles du sommeil est significativement plus faible chez les porteurs du génotype
C/T et T/T par rapport aux porteurs du génotype C/C pour le rs5751876 chez les consommateurs
modérés de caféine et chez tous les sujets (tableaux 7 et 9). Cependant, chez les participants
consommant de la caféine modérément et pour tous les sujets, le risque de troubles du sommeil est
plus élevé pour les porteurs du génotype T/T que C/C pour le rs2298383 et G/G par rapport aux C/C
pour le rs4822492 (tableaux 7 et 9).
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Tableau 9. Influence de 6 SNPs d’ADORAZA sur les troubles du sommeil en fonction des groupes de
consommation de caféine.

SNPs Génotypes Faibles consommateurs Consommateurs modérés Forts consommateurs
typ (0-50 mg/jour) (51-300 mg/jour) (>300 mg/jour)

n (%) ORa (IC95%) n (%) ORa (IC95%) n (%) ORa (IC95%)

rs5751862 G/G® 21 (40,4%) 1 57 (37,3%) 1 56 (52,3%) 1
G/A 52 (49,1%) 1,5 (0,6-3,9) 96 (42,1%) 1,3 (0,9-2,6) 79 (49,4,5%) 0,85 (0,5-1,2)
A/A 18 (46,2%) 1,3 (0,9-8,7) 59 (55,7%) 1,4 (0,8-2,1) 46 (57,5%) 1,27 (0,8-2,0)

rs2298383 c/Ce 19 (43,2%) 1 44 (38,9%) 1 24 (45,3%) 1
/T 46 (50,6%) 1,3 (0,6-2,7) 71 (35,9%) 1,1(0,7-1,8) 87 (50,6%) 1,1(0,7-1,8)
T 26 (41,9%) 0,9 (0,6-1,6) 85 (54,8%) 1,5 (1,1-2,8) * 60 (52,6%) 1,3 (0,9-2,9)

rs3761422 c/c? 35 (44,3%) 1 100 (51,8%) 1 65 (51,6%) 1
/T 44 (49,4%) 1,3 (0,3-1,6) 74 (35,4%) 07 (0,4-1,1) 86 (53,8%) 1,1(0,6-1,6)
T 11 (39,3%) 03 (0,1-1,1) 33 (41,8%) 0,7 (0,4-1,4) 20 (47,6%) 0,9 (0,5-1,5)

rs2236624 c/c? 59 (45,4%) 1 132 (45,5%) 1 108 (52,7%) 1
/T 31 (51,7%) 1,1 (0,5-2,6) 63 (38,4%) 0,9 (0,6-1,4) 59 (52,2%) 0,9 (0,6-1,2)
/T 2 (18.2%) 0 14 (48,3%) 0,9 (0,3-2,2) 5 (45,5%) 1,1(0,5-2,5)

rs5751876 c/c? 31 (45,6%) 1 90 (52,6%) 1 64 (56,3%) 1
/T 43 (47,3%) 1,2 (0,6-2,6) 72(353%) 0,6 (0,4-0,9) * 83 (52,2%) 0,9 (0,6-1,2)
/T 17 (44,7%) 0,8 (0,3-1,6) 41 (49,6%) 0,8 (0,3-1,2) 22 (47,8%) 0,8 (0,5-1,3)

rs4822492 c/c? 19 (43,2%) 1 45 (39,8%) 1 24 (45,3%) 1
C/G 46 (50,5%) 07 (0,3-1,6) 72 (36,0%) 0,8 (0,5-1,6) 86 (50,9%) 1,1(0,6-2,3)
G/G 28 (43,8%) 1,0 (0,4-2,1) 87 (547%) 1,8 (1,1-2,9) * 61 (53,0%) 1,3 (0,6-2,5)

? représente ['ancestral ; * p<0,05 est la différence significative vs. le génotype ancestral.

Les résultats sur l'influence des 6 SNPs d’ADORA2A sur l'insomnie (rapportée), selon les trois
groupes de consommateurs de caféine, ne sont pas présentés car moins de 10% des sujets étaient
concernés et le nombre de sujets porteurs des génotypes pour chacun des SNPs dans les différents
groupes de consommateurs de caféine étaient faibles. Cependant, si nous considérons tous les sujets,
le risque d'insomnie est significativement plus élevé pour les porteurs du génotype T/T et G/G par

rapport aux porteurs des génotypes C/C du rs2298383 et rs4822492 respectivement (Tableau 7).

1IV.3.e. Impact des polymorphismes des cytokines pro-inflammatoires sur le temps total de

sommeil, les troubles du sommeil et I'insomnie en fonction de la consommation de caféine.

Le temps total de sommeil (TST) nocturne autodéclaré a considérablement diminué avec I'augmentation
de la consommation de caféine. L'analyse ANOVA a 2 facteurs montre un effet significatif de la consommation
de caféine sur le TST pour les polymorphismes des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1p et IL-6) (p<0,01),
mais aucun effet du génotype, ni d'interaction significative n'ont été observés (tableau non représenté). Chez les
forts consommateurs de caféine (>300 mg/jour), le TST est significativement inférieur par rapport aux faibles
consommateurs de caféine pour les porteurs de l'alléle G du polymorphisme de TNF-a, pour les porteurs du
génotype A/A du polymorphisme d’IL-1[ et pour les porteurs de I'allele A du polymorphisme d’IL-6 (tableau non

représenté). L'analyse globale du TST chez tous les sujets montre aucun effet des polymorphismes (tableau 10).
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Tableau 10. Influence des polymorphismes des cytokines pro-inflammatoires sur le temps total de sommeil (TST),
les troubles du sommeil et I'insomnie.

Temps total de sommeil

SNPs Génotypes N (TST) Troubles du sommeil Insomnie
Moyenne + IC95% n (%) ORa (IC95%) n (%) ORa (IC95%)

’SlT‘LOFO_izg G/G® 742 6,95 + 0,07 333 (44,8%) 1,00 74 (9,9%) 1,00

G/A 248 6,99 + 0,13 133 (53,6%) 1,44 (1,05-1,97) *  35(141%) 1,48 (0,95-2,30)

A/A 12 7,08+0,58 4(33,3%) 0,67 (0,07-1,92) 0 (0,0%) 0,00 (0,00-NA)
“i:_“l?‘gn G/G* 134 6,96 + 0,18 50 (37.3%) 1,00 11 (8.2%) 1,00

G/A 434 6,97 + 0,09 204 (46,9%) 1,27 (0,79-2,05) 44 (101%) 1,20 (0,52-2.77)

A/A 441 6,96 £ 0,09 219 (49,7%) 1,75 (0,95-3,23) 53(120%) 1,05 (0,34-3,14)
"413_%714 A/A? 599 6,95 + 0,08 289 (48,2%) 1,00 70 (11,7%) 1,00

A/T 361 7,01 £ 0,10 166 (45,9%) 0,95 (0,71-1,25) 33 (9,1%) 0,79 (0,51-1,23)

/T 52 6,83 0,26 18 (34,6%) 0,53 (0,27-1,02) 5 (9,6%) 0,79 (0,30-2,08)

@ correspond a l'alléle ancestral. * et en gras (p<0.05) correspond a la différence significative vs. génotype ancestral. N est le
nomobre total de sujets pour chaque génotype et n est le nombre de sujets rapportant des troubles du sommeil ou de l'insomnie
pour chaque génotype. ORa : Odds ratio ajustés a I'dge, au sexe, a la consommation de tabac.

Le risque de troubles du sommeil est significativement plus élevé chez les porteurs du génotype
G/A du polymorphisme de TNF-a par rapport a I'ancestral G/G chez les forts consommateurs de caféine

et chez tous les sujets (tableau 10 et 11). Aucune autre significativité n'a été observée.

Tableau 11 : Influence des polymorphismes des cytokines pro-inflammatoires sur les troubles du sommeil en
fonction des groupes de consommation de caféine.

SNPs Génotypes Faibles conson}mateurs Consommateurs 'modérés Forts consoml.nateurs
(0-50 mg/jour) (51-300 mg/jour) (>300 mg/jour)
n (%) ORa (IC95%) n (%) ORa (IC95%) n (%) ORa (IC95%)
rs1800629 G/G* 64 (44,8%) 1,00 158 (43,4%) 1,00 111 (46,8%) 1,00
TNF-a G/A 26 (52,0%) 1,18 (0,59-2,34) 49 (44,1%) 1,23 (0,77-1,95) 58 (66,7%) 2,09 (1,96-3,66) *

A/A 1(33,3%) 0,81 (0,07-9,21) 2 (40,0%) 1,11 (0,18-6,96) 1 (25,0%) 0,54 (0,05-5,38)

rs1143627 G/G® 9 (45,0%) 1,00 22 (30,1%) 1,00 19 (14,4%) 1,00
IL-1B G/A 44 (43,6%) 1,19 (0,37-3,38) 90 (44,6%) 1,59 (0,81-3,14) 70 (44,6%) 1,07 (0,46-2,5)
A/A 40 (51,3%) 1,42 (0,27-7,35) 96 (46,4%) 1,72 (0,78- 83 (43,7%) 2,56 (0,72-9,09)

rs4719714 A/A® 50 (43,9%) 1,00 139 (47,0%) 1,00 100 (52,6%) 1,00
IL-6 A/T 39 (52,7%) 1,45 (0,78-2,69) 67 (38,5%) 0,77 (0,51-1,16) 60 (52,6%) 0,98 (0,59-1,63)
T/T 3 (25,0%) 0,44 (0,11-1,76) 6 (35,3%) 0,50 (0,15-1,72) 9 (39,1%) 0,57 (0,22-1,48)

 représente ['ancestral ; * p<0,05 est la différence significative vs. génotype ancestral. ORa : Odds ratio ajustés a I'dge, au sexe, a
la consommation de tabac.

Les résultats sur l'influence des polymorphismes des cytokines pro-inflammatoires sur
I'insomnie (plainte subjective), selon les trois groupes de consommateurs de caféine, ne sont pas
présentés car I'effectif concerné et le nombre de sujets porteurs des génotypes pour chacun des SNPs
dans les différents groupes de consommateurs de caféine étaient faibles. En considérant tous les sujets,

aucun effet significatif n'a été observé (tableau 10).
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IV.3.f. Impact des polymorphismes des cytochromes P450 sur le temps total de sommeil, les

troubles du sommeil et I'insomnie en fonction de la consommation de caféine.

Le temps total de sommeil (TST) nocturne autodéclaré a considérablement diminué avec I'augmentation
de la consommation de caféine. L'analyse ANOVA a 2 facteurs montre un effet de la consommation de caféine
sur le TST pour le rs2472297 de CYP1AL/2, et le rs762551 de CYP1A2. Chez les forts consommateurs de caféine,
le TST est significativement inférieur chez les porteurs du génotype C/C de CYP1AL/2, et chez les porteurs de
l'alléle A de CYP1A2 (p<0.001). L'analyse globale du TST chez tous les sujets montre aucun effet des

polymorphismes (tableau 12).

Tableau 12. Influence des polymorphismes en lien avec la famille des cytochromes sur le temps total de sommeil
(TST), les troubles du sommeil et 'insomnie.

SNPs Génotypes N Temps total de sommeil Troubles du sommeil Insomnie
Moyenne + IC95% n (%) ORa (IC95%) n (%) ORa (IC95%)
rs2472297
CYP1A1/2 c/c 685 6,94 + 0.07 317 (46,2%) 1,00 77 (11,2%) 1,00
T 285 7,02 £ 0.11 133 (46,5%) 1,11 (0,82-1,48) 22 (7,7%) 0,68 (0,41-1,13)
T 45 6,93 + 0,26 26 (57,8%) 1,39 (0,70-2,75) 10 (22,2%) 2,37 (1,11-5,03) *
rs762551
CYP1A2 A/A? 456 7,00 £ 0,09 209 (45,7%) 1,00 52 (11,4%) 1,00
A/C 436 6,94 + 0,99 209 (47,8%) 1,16 (0,88-1,54) 39 (7,3%) 0,73 (0,47-1,14)
c/C 106 6,91 + 0,95 52 (49,1%) 0,97 (0,61-1,56) 17 (16,0%) 1,48 (0,81-2,71)

@ correspond a l'alléle ancestral. * p<0.05 correspond a la différence significative vs. génotype ancestral. N est le nombre total
de sujets pour chaque génotype et n est le nombre de sujets rapportant des troubles du sommeil ou de linsomnie pour
chaque génotype. ORa . Odds ratio ajustés a I'dge, au sexe, a la consommation de tabac.

En ce qui concerne le risque de troubles du sommeil, aucun effet significatif des polymorphismes
CYP1A1/2 et CYP1A2 est observé ; seuls les porteurs du génotype T/T du polymorphisme CYP1A1/2 ont

un risque plus élevé d'insomnie mais uniquement en considérant tous les sujets (tableau 12).

Les résultats sur l'influence des polymorphismes selon les trois groupes de consommateurs de
caféine en lien avec la famille des cytochromes P450 sur I'insomnie ne sont pas présentés car le nombre
de sujets porteurs des génotypes pour chacun des SNPs dans les différents groupes de consommateurs

de caféine étaient faibles.
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1V.3.g. Impact des polymorphismes du systéme adénosinergique (ADA - enzyme adenosine
deaminase), du systéme catécholaminergique (COMT - enzyme catechol-O-methyltransferase), et
du facteur neurotrophique (BDNF - brain-derived neurotrophic factor) sur le temps total de

sommeil, les troubles du sommeil et I'insomnie en fonction de Ia consommation de caféine.

Le temps total de sommeil (TST) nocturne autodéclaré diminue avec I'augmentation de la
consommation de caféine. L'analyse ANOVA a 2 facteurs montre un effet significatif de la consommation
de caféine sur le TST pour les SNPs d’ADA, de COMT, et de BDNF, mais sans effet significatif du génotype
ni d'interaction entre le génotype et la consommation de caféine (tableau non représenté). Chez les forts
consommateurs de caféine comparés aux faibles, le TST est significativement inférieur chez les porteurs
du génotype C/C de ADA, chez les porteurs de l'allele G de COMT, et chez les porteurs de l'alléle C de
BDNF (p<0.001, tableau non représenté). L'analyse globale du TST chez tous les sujets montre aucun

effet des polymorphismes (tableau 13).

Tableau 13. Influence des polymorphismes impliqués dans Je systeme adénosinergique et
catécholaminergique sur le temps total de sommeil (TST), les troubles du sommeil et l'insomnie.

Temps total de

SNPs Génotypes N sommeil (TST) Troubles du sommeil Insomnie
Moyenne + SEM n (%) ORa (IC95%) n (%) ORa (IC95%)

1s73598374 c/c 895 6,97 £ 0,23 415 (46,3%) 1,00 93 (10,37%) 1,00
ADA o2) 105 6,99 + 0,68 52 (49,5%) 1,16 (0,75-1,79) 12 (11,4%) 1,09 (0,57-2,09)
/T 4 6,58 + 3,29 2 (50,0%) 0,66 (0,07-6,09) 1 (25,0%) 2,76 (0,28-27,32)

rs4680 6/G* 308 6,93 £ 0,39 146 (47,2%) 1,00 34 (11,0%) 1,00
cOMT G/A 495 7,01 +0,31 235 (47,4%) 1,02 (0,75-1,38) 53 (10,7%) 0,96 (0,61-1,53)
A/A 208 6,93 + 0,48 34 (16,3%) 0,95 (0,65-1,39) 21 (10,1%) 0,97 (0,54-1,73)

1$6265 c/c 647 6,94+ 0,27 303 (46,8%) 1,00 65 (10,0%) 1,00
BDNF T 307 7,03 + 0,40 141 (45,9%) 0,93 (0,69-1,26) 40 (13,0%) 1,41 (0,92-2,16)
/T 55 6,83 £ 0,92 28 (50,9%) 1,38 (0,78-2,46) 4(7,3%) 0,78 (0,27-2,25)

@ correspond a l'alléle ancestral. * p<0.05 correspond a la différence significative vs. génotype ancestral. N est le
nombre total de sujets pour chaque génotype et n est le nombre de sujets rapportant des troubles du sommeil ou
de l'insomnie pour chaque génotype. ORa . Odds ratio ajustés a I'dge, au sexe, a la consommation de tabac.

Le risque de troubles du sommeil est significativement plus élevé chez les porteurs du génotype
T/T du polymorphisme BDNF par rapport a I'ancestral chez les consommateurs modérés de caféine

(tableau 14).
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Tableau 14 : Influence des polymorphismes impliqués dans le systeme adénosinergique, adrénergique et
catécholaminergique sur les troubles du sommeil en fonction des groupes de consommation de caféine.

Faibles consommateurs Consommateurs modérés Forts consommateurs
SNPs Génotypes
(0-50 mg/jour) (51-300 mg/jour) (>300 mg/jour)
n (%) ORa (IC95%) n (%) ORa (IC95%) n (%) ORa (IC95%)

rs73598374 c/c 81 (45,0%) 1,00 190 (44,2%) 1,00 144 (50,2%) 1,00
ADA (@2) 10 (58,8%) 2,03 (0,68-6,10) 18 (35,3%) 0,72 (0,37-1,39) 24 (64,9%) 1,81 (0,85-3,86)

A 1 (50,0%) 0,31 (0,01-12,62) 1 (100,0%) NA 0 (0,0%) 0,00

rs4680 G/G* 32 (52,5%) 1,00 61 (43,6%) 1,00 53 (49,1%) 1,00
coMT G/A 39 (43,7%) 0,78 (0,40-1,55) 112 (43,1%) 0,86 (0,55-1,35) 84 (57,1%) 1,58 (0,92-2,70)
A/A 22 (44,0%) 0,72 (0,33-1,58) 38 (44,2%) 1,01 (0,57-1,79) 34 (47,2%) 1,01 (0,52-1,95)

rs6265 c/c 56 (47,9%) 1,00 128 (41,3%) 1,00 119 (54,1%) 1,00
BDNF /T 32 (44,4%) 0,93 (0,50-1,73) 63 (45,3%) 1,03 (0,66-1,62) 46 (47,9%) 0,79 (0,47-1,64)
A 4 (40,0%) 0,65 (0,16-2,67) 16 (45,7%) 2,19 (1,04-4,64) * 6 (50,0%) 0,87 (0,25-2,95)

? représente 'ancestral; * p<0,05 est la différence significative vs. le génotype ancestral. ORa : Odds ratio ajustés a /'dge,
au sexe, a la consommation de tabac.

Les résultats sur linfluence des polymorphismes du systéme adénosinergique et
catécholaminergique sur I'insomnie rapportée, selon les trois groupes de consommateurs de caféine, ne
sont pas présentés car le nombre de sujets porteurs des génotypes pour chacun des SNPs dans les
différents groupes de consommateurs de caféine étaient faibles. En considérant tous les sujets, aucun

effet significatif n'a été observé (tableau 13).

1V.3.h. Impact du polymorphisme de PER3 sur le temps total de sommeil, les troubles du sommeil

et I'insomnie en fonction de la consommation de caféine.

Le temps total de sommeil (TST) nocturne autodéclaré diminue avec I'augmentation de la
consommation de caféine. L'analyse ANOVA a 2 facteurs montre un effet significatif de la consommation
de caféine sur le TST pour le SNP de PER3 sans effet significatif du génotype, ni d'interaction entre le
génotype et la consommation de caféine (tableau non représenté). Chez les forts consommateurs de
caféine comparés aux faibles, le TST est significativement inférieur pour les porteurs du génotype C/C
du polymorphisme de PER3 (p<0.001, tableau non représenté). L'analyse globale du TST chez tous les

sujets montre aucun effet des polymorphismes (tableau 15).
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Tableau 15. Influence du polymorphisme PER3 sur le temps total de sommeil (TST), les troubles du

sommeil et I'insomnie.

Temps total de

SNPs Génotypes N Troubles du sommeil Insomnie
sommeil (TST)
Moyenne + SEM n (%) ORa (IC95%)

rs228697 c/c 835 6,96+ 0,24 80 (9,6%) 1,00
PER3 /G 166 6,96 + 0,54 29 (17,5%) 1,97 (1,23-3,16) *
G/G 10 6,88 + 2,18 0 (0,0%) 0,00 (0,00-NA)

2 correspond a l'alléle ancestral. * p<0.05 correspond a la différence significative vs. génotype ancestral. N est le nombre
total de sujets pour chaque génotype et n est le nombre de sujets rapportant des troubles du sommeil ou de l'insomnie
pour chaque génotype. ORa : Odds ratio ajustés a I'dge, au sexe, d la consommation de tabac.

Le risque de troubles du sommeil est significativement plus élevé chez les porteurs du génotype

C/G de PER3 par rapport a I'ancestral chez les faibles consommateurs, alors qu'il est plus faible chez les

forts consommateurs de caféine (tableau 16). Le risque d'insomnie est également plus élevé chez les

porteurs C/G en considérant tous les sujets (tableau 16), la distinction selon les groupes de

consommation de caféine n'ayant pas été statistiquement possible (<10% de plainte d'insomnie).

Tableau 16 : Influence du polymorphisme rythme circadien sur les troubles du sommeil en fonction des
groupes de consommation de caféine.

Faibles consommateurs

Consommateurs modérés

(51-300 mg/jour)

Forts consommateurs

(>300 mg/jour)

SNPs Génotypes
(0-50 mg/jour)
n (%) ORa (IC95%)

c/c 67 (41,4%) 1,00
rs228697

C/G 22 (62,9%) 2,45 (1,13-5,35) *

PER3
G/G 2 (100%) NA

3,00 (0,49-18,31)

n (%) ORa (IC95%)
149 (54,8%) 1,00
21 (41,2%) 0,39 (0,19-0,79) *
1(33,3%) 0,48 (0,04-5,56)

? représente l'ancestral; * p<0,05 est la différence significative vs. génotype ancestral. ORa . Odds ratio ajustés a
['dge au sexe, a la consommation de tabac.
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IV.4. Discussion
1V.4.a. Rappel des résultats

Dans cette premiere étude, nous avons évalué l'influence de 15 polymorphismes génétiques sur
le temps total de sommeil et les troubles du sommeil et I'association avec des groupes de consommation
de caféine (faible, modéré et fort) dans une population frangaise active agée de 18 a 60 ans. Nous avons

sélectionné des polymorphismes génétiques associés a :

- la variabilité interindividuelle de l'activité EEG pendant I'endormissement et ['éveil
(Bodenmann et al,, 2009a, 2012, Retey et al., 2005 ; Bachmann et al., 2012a),

- laréponse subjective ou objective des effets de la caféine sur le sommeil (Rétey et al., 2007 ;
Byrne et al., 2012 ; Mazzotti et al., 2011, 2012)

- l'effet anxiogénique de la caféine (Rogers et al., 2010 ; Childs et al., 2008), a la consommation
de la caféine (Cornelis et al., 2007, 2015, 2016), aux troubles de I'anxiété ou de panique
(Hohoff et al., 2010 ; Libermann et al., 2018),

- les troubles du sommeil (Byrne et al,, 2012 ; Oliveira et al.,, 2019 ; Zaki et al., 2018 ; Valomon
et al., 2014 ; Miaskowski et al., 2010).

Nous avons réparti les consommateurs de caféine dans trois groupes distincts. Les faibles
consommateurs (0-50 mg/jour) sont en adéquation avec une autre étude (Rogers et al., 2010). Le choix
des deux autres catégories s'est référé a la revue de littérature expliquant qu'une dose de 300 a 400 mg
de caféine par jour n'a pas de répercussion sur la santé alors qu'une dose supérieure a 400 mg peut
avoir des effets néfastes comme l'anxiété, la nervosité, I'insomnie, la tachycardie ou encore des
tremblements (Temple et al., 2017). De plus, la dose de 300 mg correspond a la quantité de caféine
ingérée sous la forme de caféine a libération prolongée, et utilisée par des personnels travaillant de nuit

ou pendant une période d'éveil prolongé (Beaumont et al., 2005).
1V.4.b. Les polymorphismes d’ADORAZA

L'impact significatif des polymorphismes génétiques d’ADORA2A sur le temps total de sommeil
a été mis en évidence uniquement apres prise en compte de la consommation de caféine, et notamment
sur le groupe de faibles consommateurs de caféine (0-50 mg par jour). Chez ces faibles consommateurs,
plusieurs mutations génétiques d’ADORA2A sont associées au temps total de sommeil, dont le
rs5751876, le plus étudié dans la littérature concernant génétique et sommeil en lien avec le systéme
adénosinergique, et aussi la performance cognitive en réponse a la privation de sommeil. Les porteurs

de l'allele T du rs5751876 et rs3761422 ont un temps total de sommeil inférieur aux porteurs du
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génotype ancestral C/C alors que les porteurs de l'alléle T et G du rs2298383 et rs4822492 ont un temps
total de sommeil plus élevé. L'analyse des haplotypes a montré un temps total de sommeil plus faible
pour les porteurs de I'haplotype 2 et 3 de notre étude présentant bien I'allele T de rs5751876, l'alléle T
de rs3761422 et l'allele C de rs2298383 et rs4822492, par rapport a I'haplotype 1 le plus fréquent de
notre étude. De plus, quels que soient les polymorphismes d’ADORA2A, le temps total de sommeil est

inférieur chez les forts consommateurs (>300mg) par rapport aux faibles consommateurs (0-50 mg).

Nos résultats montrent également l'association des polymorphismes d’ADORA2A avec les
risques de troubles du sommeil en considérant tous les sujets (sans distinction de la consommation de
caféine) et les trois groupes de sujets selon la consommation de caféine. Par contre, I'association au
risque d’'insomnie n'a pas été évaluée sur les trois groupes consommateurs de caféine, car ce symptéme
était rapporté par moins de 10% des sujets. Pour les risques de troubles du sommeil et I'insomnie, les
porteurs de l'alléle T du rs2298383 et rs4822492 ont un risque plus élevé par rapport aux porteurs du
génotype ancestral C/C, en considérant tous les sujets, et aprés ajustement avec I'age, le sexe et le tabac.
Ce sont les consommateurs modérés de caféine porteurs des rs2298383 et rs4822492 qui présentent un
risque supérieur de troubles du sommeil par rapport aux porteurs du génotype ancestral C/C. Par
conséquent, l'analyse des polymorphismes génétiques de ADORA2A fournit des informations
supplémentaires concernant la variabilité interindividuelle a la durée et aux troubles du sommeil ainsi
qu'a la consommation de caféine qui seront intéressantes pour améliorer les connaissances scientifiques

sur le sommeil, individualiser les conseils et amener de nouvelles approches thérapeutiques.

Des études ont montré que I'adénosine et ses récepteurs favorisent le sommeil NREM et REM
alors que la caféine les inhibe (Basheer et al., 2010). Bien qu’il existe quatre types de récepteurs a
I'adénosine couplés a la protéine G (A1, A2A, A2b et A3), le récepteur A2A joue un réle important dans
la régulation du cycle veille/sommeil et dans I'éveil induit par la caféine (Huang et al., 2005, 2014). Dans
un travail précédent, il a d'ailleurs été montré qu'une nuit de privation totale de sommeil induit une
augmentation de I'expression des ARN messagers du récepteur A2A dans les leucocytes de sujets sains

(Chennaoui et al., 2017).

Des études ont montré I'influence du rs5751876 d’ADORA2A sur l'effet éveillant de la caféine
(Rétey et al., 2007 ; Byrne et al., 2012) avec une augmentation de la puissance spectrale dans la bande
de fréquence béta chez les porteurs du génotype C/C (qui restent donc plus éveillés) par rapport aux
porteurs du génotype T/T lors d'une nuit de récupération apres une privation de sommeil (Rétey et al.,
2007). Les C/C sont donc plus sensibles a la caféine. Les résultats de notre étude montrent que les

porteurs du génotype C/C du rs5751876 semblent avoir un risque accru de troubles du sommeil
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d’'environ 8% et d'insomnie de 4,9 %. De plus, Bodenmann et ses collaborateurs (2012) ont démontré
que la caféine atténue le rebond des ondes lentes de I'EEG pendant la nuit de récupération aprés
privation de sommeil uniquement chez les porteurs « non-HT4 », porteurs plutot de I'allele C, donc plus
sensibles a la caféine. Dans notre étude, les haplotypes considérés comme insensibles a la caféine sont
ceux portant les alléles T du rs5751876 et rs3761422 et C du rs4822492 et rs2298383. Ceci confirme que
les porteurs de I'alléle T du rs5751876 semblent moins sensibles aux effets éveillant de la caféine sur le

sommeil (Rétey et al., 2007 ; Bodenman et al., 2012).

Nos résultats suggérent que si les porteurs du génotype C/C du rs5751876 et rs3761422
consommaient de la caféine, leur temps total de sommeil rejoindrait celui des porteurs de l'alléle T. Le
rs5751876 est une mutation synonyme qui ne provoque pas de modification de |'acide aminé codé et
qui est situé sur la position de I'exon 4. Cette mutation synonyme ne devrait pas avoir de conséquences
fonctionnelles au niveau du récepteur adénosinergique A2A, pensait-on dans le passé. La mutation
synonyme est une mutation silencieuse uniquement présente dans les zones codantes. Or il est apparu
évident depuis que les substitutions synonymes peuvent avoir des conséquences fonctionnelles en
affectant plusieurs étapes de la biosynthése protéique qui résultent dans des changements de la
quantité ou de la structure de la protéine. Ces mécanismes incluent la rupture ou la création de sites
d'épissage régulateurs, des altérations de la stabilité des ARN messagers, un gain ou une perte de la
liaison des micro-ARN, et des modifications de l'efficacité de la traduction (Hunt et al., 2014). Les
rs2298383 et rs3761422 sont localisés au niveau 5'-UTR du géne, et pour le rs4822492 au niveau 3'-UTR
et sont tous en forte liaison de déséquilibre avec le rs5751876, ce qui fait qu'ils sont potentiellement
fonctionnels (Markovic et al., 2009 ; Barrett et al., 2012) et impliqués dans la relation entre durée de
sommeil et consommation de caféine. Les régions non-codantes 5-UTR et 3'-UTR, les introns et les
régions intergéniques sont cruciales pour la régulation précise de I'expression des génes (Barett et al.,
2012). Différents variants 5'-UTR ont été mis en évidence dans les granulocytes humains avec un impact
fonctionnel sur l'activation du récepteur A2A, qui eux-mémes sont uprégulés par trois micro-ARN

différents (Kreth et al,, 2008, Heyn et al., 2012).

Dans notre étude, nous avons démontré une différence de temps total de sommeil entre les
SNPs d’ADORA2A et deux haplotypes mais uniquement chez des faibles consommateurs de caféine. Or
les rs2298383, rs3761422 et rs5751876 sont associés a un risque de personnalité anxieuse (Hohoff et al.,
2010). Dans notre étude, le risque de troubles du sommeil et le risque d'insomnie sont plus élevés chez
les T/T et G/G comparé au C/C pour les rs2298383 et rs4822492, en considérant tous les sujets. Le
rs4822492 a été associé aux troubles du sommeil induits par la caféine ce qui va dans le sens de nos

résultats (Byrne et al., 2012). De plus, plusieurs études ont associé I'anxiété induite par la consommation
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de caféine aux polymorphismes d’ADORA2A, en particulier pour les porteurs du génotype T/T, C/C et
C/C du rs5751876, rs2298383 et rs4822492 respectivement (Childs et al., 2008 ; Rogers et al., 2010) ce
qui nous permet de suggérer que I'anxiété induite par la consommation de caféine peut potentiellement

étre impliquée dans la durée de sommeil surtout chez les porteurs de I'allele T du rs5751876.

Nos résultats montrent aussi qu'il n'y a pas d'influence des polymorphismes d’ADORA2A sur les
troubles du sommeil dans le groupe de forts consommateurs de caféine, qui sont quand méme 52,5%
a exprimer cette plainte. Or on sait que les polymorphismes d’ADORALA peuvent étre impliqués dans
cette relation. Enfin, de multiples autres variants pourraient étre impliqués comme CYP1A2, le principal
systéme régulateur du métabolisme de la caféine, ou encore les cytokines pro-inflammatoires TNF-a et

IL-6.

1V.4.c. Les polymorphismes des cytokines pro-inflammatoires

Pour les cytokines pro-inflammatoires, nous avons observé des différences sur le temps total de
sommeil pour TNF-q, IL-1p et IL-6, particulierement chez les forts consommateurs de caféine par rapport
aux faibles consommateurs. Les porteurs de lallele G, du génotype A/A et de l'alléle A des
polymorphismes de TNF-q, IL-1B et IL-6 respectivement, montrent un temps total de sommeil plus faible
chez les forts consommateurs de caféine (>300mg) par rapport aux faibles consommateurs (0-50
mg/jour). Une tendance d'un temps total de sommeil inferieur chez les forts consommateurs par rapport
aux faibles consommateurs de caféine chez les porteurs du génotype A/A du polymorphisme de TNF-a
a été observé. Cependant, la faible répartition des sujets porteurs de ce génotype a potentiellement
empéché d'atteindre la significativité. Le polymorphisme de TNF-a semble impliqué dans le risque de
troubles du sommeil avec une augmentation du risque chez les porteurs du génotype G/A, observé chez
tous les sujets et chez les forts consommateurs de caféine. Cependant, pour les polymorphismes d'IL-

1B et d'IL-6, aucune association n'a été observé sur le risque de troubles du sommeil.

Dans une revue, le polymorphisme de TNF-a a été significativement associé avec différents
symptémes incluant les troubles du sommeil (Knisely et al., 2019). Peu d'études ont été réalisées chez le
sujet sain, néanmoins quelques-unes ont été effectuées chez des sujets malades. Chez des patients
atteints d'Alzheimer, les porteurs du génotype T/T du polymorphisme d'IL-1p sont ceux qui ont le plus
de somnolence diurne, de latence en REM et le moins de pourcentage de REM et d'ondes lentes parmi
les 3 génotypes ; Par contre aucune différence significative n'a été montré chez des sujets sains (Yin et

al,, 2016).
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Dans notre population de sujets sains, nous n‘avons pas observé de différence des génotypes
sur le temps total de sommeil, que ce soit pour le polymorphisme de TNF-a, d'IL-1B ou d'IL-6, seules les
différences sur la consommation de caféine étaient présentes. Par contre nous avons observé un rdle du
polymorphisme de TNF-a dans le risque de troubles du sommeil qui semblait plus prononcé chez les

porteurs du génotype G/A.

Les cytokines pro-inflammatoires tels que TNF-a, IL-1B et IL-6 sont impliqués dans le sommeil
(Krueger et al,, 2007). En effet, ces cytokines pro-inflammatoires induisent le sommeil NREM et semblent
impliquées dans des symptomes associés a la dette de sommeil comme la fatigue, la somnolence et les
performances cognitives dégradées (Jewett et Krueger, 2012 ; Krueger et al., 2007 ; Satterfield et al.,
2015). Le polymorphisme de TNF-a est localisé sur la région promotrice et résulte d'une substitution de
guanine (G) en adénine (A). Les porteurs de I'alléle A sont associés a une augmentation de la transcription
et de la production des ARN messagers de TNF-a (Kroeger et al,, 1997). Satterfield et al. (2015) ont
montré que le polymorphisme de TNF-a module les réponses de l'attention soutenue lors d'une

privation de sommeil.

Plusieurs études ont mis en évidence le lien entre TNF-a, les troubles du sommeil et
I'inflammation en pathologie (Aouizerat et al., 2009). Notre travail montre I'importance de TNF-a dans
les troubles du sommeil en prenant en compte la consommation de caféine chez des sujets sains. Par
ailleurs, il a été montré que la caféine a la concentration habituellement consommée diminue la
production de TNF-a au niveau sanguin chez I'homme (Horrigan et al., 2004). Ceci pourrait expliquer
I'augmentation du risque de troubles du sommeil chez les forts consommateurs de caféine, démontrant
un lien entre les cytokines pro-inflammatoires, en particulier TNF-a, et la consommation de caféine.
Malheureusement, trés peu d'études concernent les polymorphismes de TNF-a, d'IL-1B et d'IL-6 chez
une population saine et en prenant en compte le risque de troubles du sommeil en lien avec la

consommation de caféine.

1V.4.d. Les polymorphismes des cytochromes P450

La cytochrome P4501A2 (CYP1A2) est I'une des cytochromes majeurs du foie et participe aux
métabolismes des composés de plusieurs substances couramment utilisées comme la caféine. Le SNP
de CYP1A1/2 semble étre associé a la consommation de caféine et a la pharmacocinétique de la caféine
(The Coffee and Caffeine Genetics Consortium et al.,, 2015, 2016 ; Sulem et al., 2011 ; McMahon et al.,
2014 ; Josse et al,, 2012). Pour le polymorphisme de CYP1AL1/2, le rs2472297 est présent sur la région
promotrice de CYP1AL et CYP1A2. Dans une étude de Nordestgaard et Nordestgaard (2016), d'autre

SNP de CYP1A2 a été associé a une augmentation de 42% de la consommation de café. Pour le
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polymorphisme de CYP1A2 (rs2472297), les porteurs de I'allele C semblent moins consommer de café
alors qu'a l'inverse, les porteurs de l'alléle T semblent étre associés a une forte consommation de café
(Cornelis et al., 2016 ; Sulem et al,, 2011 ; Josse et al., 2012). Les forts consommateurs de café vont avoir
une activité de CYP1A2 plus élevée par rapport aux faibles consommateurs de caféine. Les porteurs de
la mutation ont probablement une consommation plus élevée de café du fait d'une clairance de la
caféine plus élevée due a l'activité enzymatique augmentée (Sulem et al, 2011). De plus, la caféine
plasmatique était plus élevée et le ratio para-xanthine/caféine plus faible reflétant potentiellement une

plus lente métabolisation du café pour les polymorphismes de CYP1A2 (Cornelis et al.,2016).

Dans notre étude, nous n‘observons pas d'effet des polymorphismes de CYP1A2 et de CYP1A1/2
sur le temps total de sommeil mais un effet de la consommation de la caféine. Nous observons un temps
total de sommeil chez les forts consommateurs de caféine inférieur pour les porteurs du génotype C/C
et de l'allele A des polymorphismes de CYP1A1/2 et CYP1A2 respectivement. Cette durée diminuée de
sommeil peut étre expliquée par ces génotypes impliqués dans la métabolisation lente de la caféine

comme proposé par d’autres études (Cornelis et al,, 2016 ; Sulem et al., 2011 ; Nehlig et al., 2018).

Nos résultats montrent également que le risque d'insomnie chez tous les groupes de
consommateurs et chez les porteurs du génotype T/T du polymorphisme de CYP1A1/2 est supérieur par
rapport aux porteurs du génotype ancestral C/C. Cependant, la population d'insomniaques étant faible,
cela ne nous a pas permis d'évaluer le risque d'insomnie en fonction des groupes de consommation de
caféine. Nous pouvons supposer que les porteurs du génotype T/T vont étre plus vulnérables aux effets
de la caféine induisant I'insomnie, alors que I'effet sur le temps total de sommeil, qui est inférieur chez
les forts par rapport aux faibles consommateurs de caféine et uniquement chez les porteurs du génotype

C/C, peut étre expliqué par une faible proportion de sujets dans les deux autres génotypes.

1V.4.e. Les polymorphismes du systéeme adénosinergique (ADA), catécholaminergique (COMT) et
du facteur neurotrophique (BDNF)

Pour les polymorphismes ADA et COMT, les forts consommateurs de caféine ont généralement
un temps total de sommeil plus faible que les faibles consommateurs, notamment pour les porteurs du
génotype C/C d’ADA. Nous savons que le variant génétique de I'adénosine désaminase (ADA) est associé
a une diminution du métabolisme de l'adénosine en inosine. Le polymorphisme d’ADA G22A
(rs73598374) est particulierement impliqué dans la variabilité interindividuelle a I'intensité du sommeil,
aux réponses a la dette de sommeil et a I'effet de la caféine sur le sommeil (Rétey et al., 2005 ; Bachmann
et al.,, 2012a ; Mazzotti et al,, 2011, 2012). Mazzoti et al. (2011) ont particulierement étudié lI'influence du

polymorphisme d’ADA en fonction de la consommation habituelle de caféine sur les caractéristiques du
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sommeil sur une large population d'individu (N=958). Leurs résultats ne montrent pas d'association
entre les troubles du sommeil et le polymorphisme d'ADA. Leur étude montre un effet du
polymorphisme d'ADA sur l'efficacité du sommeil et le REM uniquement chez les consommateurs de
caféine : les porteurs de I'allele A montrent un pourcentage d'efficacité du sommeil et de REM supérieurs
aux porteurs du génotype ancestral G/G chez les consommateurs de caféine (>1 tasse/jour) et aprés
ajustement des données (age, sexe, ethnicité) (Mazzotti et al,, 2011). Dans notre étude, le polymorphisme

d'ADA ne semble pas influencer les troubles du sommeil.

Le SNP de COMT code pour une enzyme qui est responsable du métabolisme de plusieurs
neurotransmetteurs comme la noradrénaline et la dopamine. Ce variant faux sens est modifié par la
transition de guanine (G) en adénine (A) a la position 158 de COMT résultant d'une substitution de valine
(Val) en méthionine (Met). Cette mutation va altérer la structure de I'enzyme COMT et réduire son activité
entrainant un taux plus fort de dopamine (Stein et al., 2006). Les porteurs du génotype Val/Val montrent
une plus grande activité de COMT et un signal dopaminergique dans le cortex préfrontal plus faible que
les Met/Met (Bodenmann et al., 2009a). Cette modulation de I'activité pourrait jouer sur les fonctions
cognitives mais également la régulation du cycle veille/sommeil, 'EEG du sommeil et potentiellement
les pathologies du sommeil (Satterfield et al., 2018 ; Dauvilliers et al., 2015 ; Goel et al., 2011 ; Valomon
et al, 2018). Cependant, nos résultats montrent seulement une différence entre les groupes de
consommateurs de caféine sur le temps total de sommeil, sans aucune influence du polymorphisme de
COMT. Comme I'enzyme COMT inactive les catécholamines, Dauvilliers et al. (2015) ont émis I'hypothése
gue le génotype de COMT pourrait moduler le sommeil et les performances cognitives aprés une prise
de substance éveillante tel que le modafinil (Bodenmann et al, 2010). Cependant, nos résultats ne
montrent pas d'interaction entre le polymorphisme de COMT avec le temps total de sommeil et les
troubles du sommeil. Ces résultats vont dans le sens de I'étude de Jawinski et al. (2016) qui n'observent
aucune influence du polymorphisme de COMT sur les préférences circadiennes, la régulation du cycle
veille/sommeil ou sur le sommeil. Il serait intéressant d'évaluer I'influence d'autres polymorphismes en
lien avec les catécholamines comme DATL, le transporteur de la dopamine (Holst et al., 2017) mais aussi

I'influence du polymorphisme de COMT sur I'efficacité de la caféine.

Le facteur de croissance de la famille des neutrophines (BDNF) est impliqué dans la
neuroplasticité et la régulation de transmission synaptique. Il module l'activité de la sérotonine, la
dopamine et le glutamate, des neurotransmetteurs impliqués dans le circuit des émotions, et va jouer
un rbéle dans l'apprentissage et la mémoire, la protection des neurones contre |'oxydation et la
stimulation de la neurogénése (Numakawa et al., 2010). Son polymorphisme est un variant faux sens

résultant en une substitution de I'acide aminé valine (Val) en méthionine (Met) au codon 66 qui va
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dégrader la sécrétion de BDNF dans le systeme nerveux. Il est principalement associé a la dépression, la
modulation de I'EEG pendant le sommeil, a la dégradation des performances cognitives pendant une
privation de sommeil, aux troubles du sommeil et a la consommation de caféine (Zaki et al., 2018 ;
Bachmann et al.,, 2012b ; Knisely et al., 2019 ; The Coffee and Caffeine Genetics Consortium et al., 2015 ;
Grant et al., 2018).

Dans notre étude, nous avons observé que les porteurs de I'allele C du polymorphisme de BDNF
avaient un temps total de sommeil chez les forts consommateurs plus faible que chez les faibles
consommateurs de caféine. Aucun effet du polymorphisme BDNF n'a été observé sur la variation du
temps totale de sommeil comme dans I'étude de Guindalini et al. (2014), avec seulement une différence
dans la modulation de la puissance EEG pendant le sommeil. Dans notre étude, le polymorphisme de
BDNF semble associé aux risques de trouble du sommeil. Chez les consommateurs modérés de caféine,
les porteurs du génotype T/T ont un risque de troubles du sommeil supérieur par rapport aux porteurs
du génotypes ancestral C/C. Le polymorphisme de BDNF a été significativement associé avec les troubles
du sommeil en pathologie (Knisely et al., 2019). Zaki et ses collaborateurs ont observé une prévalence
plus élevée pour les porteurs du génotype G/A (Val/Met) du polymorphisme de BDNF chez les
insomniaques, ce qui correspond aux génotype C/T de notre étude. La mutation du polymorphisme de
BDNF semble donc étre corrélée avec les troubles du sommeil (Zaki et al., 2018). Cette mutation semble
dégrader l'activité neuronale dépendante de la sécrétion de BDNF (Egan et al., 2003). Cependant peu
d'études ont investigué le lien entre BDNF et consommation de caféine (The Coffee and Caffeine

Genetics Consortium et al.,, 2015).

1V.4.f. Le polymorphisme de PER3

PER3 est un gene « clock » qui code les protéines pour l'inhibition de la transcription du géne
régulateur circadien et il est fortement exprimé dans le noyau suprachiasmatique (SCN) de
I'hypothalamus, I'hippocampe, le cortex pyriforme et le cervelet (Johansson et al.,, 2003). Il est connu
que PER3 est un gene circadien qui est fortement associé a la préférence diurne, au retard de phase, au
profil libre-cours, a I'anxiété et a la dépression (Liberman et al., 2018 ; Shi et al., 2016 ; Hida et al,, 2014 ;
Archer et al,, 2017 ; Turco et al., 2017). Dans notre étude, le polymorphisme de PER3 module le temps
total de sommeil chez tous les groupes de consommateurs de caféine. Chez les porteurs du génotype
C/C (>300mg), les forts consommateurs avaient un temps total de sommeil inférieur par rapport aux
faibles consommateurs de caféine. De plus, les porteurs du génotype C/G ont un risque plus élevé de
troubles du sommeil par rapport aux porteurs du génotype ancestral C/C chez les faibles
consommateurs notamment, supposant une moins bonne qualité de sommeil chez les porteurs du

génotype C/G. Alors que chez les forts consommateurs de caféine, le risque de troubles du sommeil est
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inférieur par rapport aux porteurs du génotype ancestral C/C, supposant une résistance aux troubles du

sommeil induits par la consommation de caféine.

De plus, on observe un risque plus élevé d'insomnie chez les porteurs du génotype C/G par
rapport aux porteurs du génotype ancestral C/C, chez tous les sujets. Dans la littérature, les porteurs du
génotype G/G sont associés a une plus forte anxiété, a un chronotype du soir, et a un profil en libre
cours (Liberman et al,, 2018 ; Hida et al,, 2014). L'étude de Turco et al. (2017) montre que les porteurs de
I'alléle G semblent associés a des réveils précoces, moins de temps total de sommeil et une qualité de
sommeil plus mauvaise. Ces données confirment en partie nos résultats : les porteurs du génotype C/G
ont des risques de troubles du sommeil et d'insomnie plus élevés, en particulier chez les faibles

consommateurs de caféine.

Le SNP rs228697 (C/G) correspond au SNP sur I'exon 17 du géne PER3 et induit une substitution
d'acides aminés proline (P) en alanine (A) (P864A) (Ebisawa et al, 2001). Cette substitution pourrait
altérer la structure secondaire et/ou le statut de phosphorylation de PER3 entrainant une dérégulation
homéostasique du sommeil et du systeme de I'horloge circadien (Hida et al.,, 2014). Cette répression
entrainerait une diminution de PER3 ce qui pourrait entrainer une dérégulation du sommeil et ainsi des
troubles du sommeil. Peu d'articles ont étudié I'influence du polymorphisme de PER3 sur le temps total
de sommeil et les troubles du sommeil en fonction de la consommation de caféine. Cependant, Gamble
et al. (2011) ont montré que le polymorphisme de PER3 était associé a une augmentation de la
consommation de caféine chez les infirmieres travaillant de nuit. Dans notre étude, les porteurs du
génotype C/C (comparé aux porteurs du génotype C/G) ont un temps total de sommeil inférieur chez
les forts consommateurs de caféine et leur risque de troubles du sommeil est supérieur, supposant une

sensibilité accrue a la caféine chez les des porteurs du génotype C/C.

1V.4.g. Limites de I'étude

Notre étude présente plusieurs limites. Les données analysées sont subjectives (questionnaire),
ce qui peut influencer les résultats (Lauderdale et al, 2008). Il serait donc intéressant d'étudier
objectivement les caractéristiques du sommeil avec l'utilisation de la PSG ou de I'actimétrie sur une
grande population, bien que ces méthodes restent difficilement applicables sur 1023 participants. De
plus, bien que notre population soit similaire a la base de données 1000 Génomes, la répartition
génétique pour certains polymorphismes était tres faible (i.e. n=12 A/A pour le polymorphisme de TNF-
a) méme si notre population est élevée et homogene (population européenne). Cette répartition a
probablement influencé, voir limité I'analyse de I'impact génétique sur le temps total de sommeil, les

risques de troubles du sommeil, mais aussi le risque d’'insomnie. Nous n’avions que 10,7% de la
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population qui présentait de I'insomnie, ce qui n'a pas permis de prendre en compte les trois groupes
de consommation de caféine. De plus, nos données sur la consommation de caféine étant elles aussi
subjectives (via les données d'un questionnaire), la quantité réelle de caféine consommée pourrait donc

légerement différer de la quantié rapportée.

1V.4.h. Conclusion et perspectives

En conclusion, notre étude, sur une population européenne active (N=1023), a montré les liens
entre plusieurs polymorphismes génétiques, le sommeil (temps total de sommeil et les troubles du
sommeil) et la consommation habituelle de caféine, plus particulierement pour ADORA2A (quatre SNPs
dont le rs5751876), TNF-a, CYP1A2, PER3 et BDNF. Il est connu que les polymorphismes d’ADORA2A
sont associés aux effets de la caféine sur le sommeil, et notre étude apporte notamment un regard

nouveau sur le polymorphisme de TNF-a et les troubles du sommeil.

A la suite de cette étude, il pourrait étre pertinent d'étudier s'il existe un ou plusieurs
polymorphismes impliqués dans le temps total de sommeil, plus particulierement chez les longs
dormeurs (temps total de sommeil > 8h) et les courts dormeurs (temps total de sommeil <6h). Une
étude épidémiologique récente a montré que 359% d'une population d'adultes (n=12,367) était

considérée comme des courts dormeurs (Léger et al. 2020).

Il serait également intéressant d'évaluer l'influence des polymorphismes notamment TNF-q,
ADORAZ2A, PER3 et COMT sur la variabilité interindividuelle des réponses cognitives a la dette chronique
de sommeil, plus représentative des situations opérationnelles militaires. L'étude du polymorphisme
d'ADA reste également intéressante dans ces situations de dette de sommeil, car les données de la
littérature indiquent son influence sur le sommeil et les effets de la caféine mais aussi les réponses

cognitives a la dette de sommeil (Bachmann et al., 2012a).

L'étude de l'influence de polymorphismes génétiques sur les performances physiques au regard
de la consommation/administration de caféine en situation de privation de sommeil pourraient

également apporter des informations complémentaires a cette premiére étude.
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V. Etude n°2 : Polymorphismes génétiques et efficacité de la caféine sur
les performances au cours de la privation totale de sommeil, chez le
sujet sain ». Etude controlée versus placebo, en cross over, randomisée

et en double aveugle
V.1. Objectifs de I'étude

L'objectif global de cette étude est d'évaluer I'influence de cing polymorphismes génétiques
(TNF-o, ADORA2A, ADA, COMT et PER3) sur l'efficacité de la caféine a prévenir la dégradation des
performances cognitives, physiques et psychomotrices au cours d'une privation totale de sommeil. Les
critéres principaux de jugement seront la vitesse moyenne de réaction et le nombre de lapses au test de
vigilance psychomotrice PVT (Psychomotor vigilance task) car ce test est considéré comme le témoin le
plus sensible de la dégradation des performances pendant la privation totale de sommeil (Dorrian et al.,
2007, Basner et Dinges, 2011 ; Lim et Dinges, 2008). Les critéres secondaires seront |'évaluation des
performances physiques, des performances de conduite et de tir ainsi que la tolérance a la caféine et les
caractéristiques du sommeil. L'évaluation de ces multiples parameétres va permettre d'avoir une vision
globale et intégrée de l'influence de ces 5 polymorphismes génétiques et des effets de la caféine en

réponse a une privation de sommeil chez le sujet sain.

V.2. Matériels et méthodes
V.2.a. Les participants

Quarante-deux sujets agés en moyenne de 33.2+0.9 ont été inclus dans I'étude. Tous les
participants ont donné leur consentement écrit apres avoir été informés du protocole. L'étude a recu
I'accord du Comité d'éthique Cochin - CPP Ile de France IV (Paris) et de I'Agence Nationale de la Sécurité
du Médicament et des Produits de Santé (ANSM) (Ile de France 1V), et a été menée selon les principes
exprimés dans la Déclaration d'Helsinki de 1975, révisée en 2001. Avant le début de I'expérience, chaque
volontaire a été recu individuellement par le médecin investigateur qui s'est assuré que les critéres
d’inclusion et d’'exclusion étaient respectés. Pour cela, des questionnaires, un interrogatoire et un
examen clinique ont été effectués. Les sujets étaient exclus s'ils présentaient I'un des criteres suivants :
un age de moins de 18 ans et de plus de 55 ans, un IMC supérieur a 30 kg.m'z, du travail de nuit, en

horaires décalés ou ayant un décalage horaire (> 3 fuseaux) dans le mois précédent, des troubles
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médicaux, psychiatriques ou de sommeil et une consommation de substances illicites ou abusives autres

que café, tabac et alcool.
V.2.b. Le protocole expérimental

Les sujets ont participé a deux conditions expérimentales randomisées, en cross over, versus
placebo et en double aveugle : La condition caféine (CAF), avec une prise de caféine de 2,5 mg par kg
de masse corporelle par dose, et la condition placebo (PBO) avec prise de boisson décaféinée au cours
de I'expérimentation. Dans chaque condition expérimentale, les sujets ont participé a une période en
laboratoire de 3 jours. Une période de wash-out entre les deux conditions expérimentales était de

minimum 2 semaines (Figure 27)

Conditions Prg)t'ocole
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Controle
,5 Placebo
wv
=
= 5 Privation totale de
= § sommeil
£ £
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g |5
§ Controle
é Caféine
(2,5 mg/kg/dose)
Privation totale de
sommeil

Figure 27. Schéma du déroulement de I'étude

Une semaine avant leur arrivée au laboratoire et avant le début de I'expérimentation, les
participants ont rempli un agenda du sommeil. Le protocole expérimental se déroule en plusieurs jours
: (i) un jour d'habitation (DO), (ii) un jour contréle (J1) de 07 :15 a 00 :00, (iii) un jour d'éveil continu (J2),
comprenant une privation totale de sommeil de 00 :00 a 21 :00 (38 heures d'éveil continu), et (iv) d'une
nuit de récupération jusqu'a 09 :00 du matin (D3). Durant cette expérimentation de multiples tests sont

réalisés (Figure 28).
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V.2.c. Condition expérimentale en laboratoire

L'expérimentation s'est déroulée dans le laboratoire de sommeil a I'Institut de recherche
biomédicale des armées (IRBA). Les sujets étaient dans des chambres interindividuelles comprenant un
lit et un poste de travail informatique. La température était maintenue a 22°C (+1°C) avec un
environnement lumineux a 150-200 lux pendant les périodes de tests et de maintien d'éveil (la lumiére
était éteinte pendant la période de sommeil). Les sujets avaient l'autorisation, hors période de test, de
repas ou de nuit de sommeil, de participer a un programme d'activité standardisé : discuter entre eux
ou avec les expérimentateurs, jouer a des jeux de société, lire, regarder la télévision, se promener. Les
repas étaient également encadrés avec un apport calorique ne dépassant pas les 2600 kcal/jour. Les
sujets avaient pour interdiction d'effectuer de l'activité physique, de consommer du café, tabac, alcool
et autre substance psychoactive pendant I'expérimentation. Pour le bon déroulement de I'étude, deux
expérimentateurs étaient toujours présents pour encadrer et surveiller les sujets. Si un sujet venait a

s'endormir, il était directement et tranquillement réveillé par les expérimentateurs présents.

V.2.d. Evaluation de I'attention soutenue

Le critere de jugement principal de cette étude est I'attention soutenue évaluée par le test de
vigilance psychomotrice (PVT). Notre équipe utilise une version informatisée de 10 min du PVT (Khitrov
et al. 2014). Durant cette tache, le sujet recoit comme consigne de répondre le plus rapidement possible
avec le bouton gauche de la souris lorsque le stimulus apparait a I'écran, ici un compteur de 4 chiffres
qui défile (en ms). Les stimuli visuels apparaissent de maniére aléatoire avec une durée inter-stimulus
comprise entre 2 et 10 sec. Les réponses au PVT étaient considérées comme valides si le temps de
réaction était supérieur ou égal a 100ms. Le PVT était exprimé en temps de réaction (RT en ms). La vitesse
de réaction (1/RTx1000) et les lapses (RT>500ms) sont calculées pour chaque stimulus. Ces deux
parametres sont considérés comme les marqueurs les plus sensibles de la dégradation des performances
au cours de la privation totale de sommeil (Basner et Dinges, 2011). Ce test est effectué en cinétique

toutes les 6 heures a 09 :15, 15:15, 21 :15a J1 et 03 :15, 09 :15 et 15 :15 a J2.

V.2.e. Evaluation de I'EEG pendant le PVT

Procédure de I'EEG : Au cours du test décrit précédemment (PVT), I'activité électrique cérébrale
a été enregistrée avec le systéeme SIESTA 802 (Compumedics limited, Victoria, Australie) sur 19 sites du
cuir chevelu selon le systeme international 10-20 (Fpl, Fp2, F7, F3, Fz, F4, F8, T7, C3, Cz, C4, T8, P7, P3,
Pz, P4, P8, O1, 02) a l'aide d'un casque (modéle Quick-Cap®, Model C190). Ce casque a été

préalablement « dégraissé » avec une pate abrasive (NUPREP, Weaver and Company 565 NuclaWay, Unit
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B, Aurora, CO 80011-9319 USA avec un marquage CE). Les électrodes ont été interfacées avec le cuir
chevelu du sujet en utilisant un gel conducteur EC2 (Pate conductrice ELECTROGEL, Grass Technologies,
Astro-Med, Inc., West Warnick, RI, USA avec marquage CE) injecté a I'aide d'une seringue a bout mousse
dans chaque électrode pour assurer la conduction. L'EEG a été enregistré en continu a une fréquence
d’'échantillonnage de 512 Hz et référencé avec une moyenne commune. Les impédances ont été
maintenues en dessous de 10kOhm pendant toute la session de tests. Le casque était installé environ
20-30 min avant le PVT. Ces enregistrements ont été effectués en continu et ont permis d'évaluer le

niveau d’'activation cérébrale et les zones activées au cours du test.

Analyse EEG : Les données EEG ont été analysées dans Matlab (Mathworks, Natick, MA, USA)
avec la boite a outils Fieldtrip (Oostenveld et al.,, 2011) et des codes personnalisés. Les données ont été
filtrées par un coupe bande entre 48-52 Hz pour éliminer le bruit électrique, filtrées par un passe-haut
au-dessus de 0,1 Hz et retirées localement. Les artefacts de clignements d'yeux ont été supprimés en
utilisant une analyse de composants indépendants (ICA, Fieldtrip), et les artefacts de mouvement ont
été supprimés par vérification visuelle. Les électrodes défectueuses ont été systématiquement rejetées
et si plus de 3 électrodes (sur 19) ont été retirées, le sujet était exclu de I'analyse EEG. Les puissances
théta (4-8 Hz) et alpha (8-13 Hz) de I'EEG ont été évaluées en utilisant une transformée en ondelettes
de Morlet continue. Les régions d'intérét (ROI) représentent la moyenne de la puissance théta de la
moyenne (de tous les sujets) sur la zone frontale (Fpl, Fp2, F7, F3, Fz, F4 et F8) et centro-temporale (T7,

C3, Cz, C4 et T8).

V.2.f. Evaluation des performances physiques

La performance est évaluée par une épreuve de détente verticale et une épreuve de charge
vitesse. Ces épreuves se déroulent entre 16 :00 et 17 :55 a J1 et J2. Pendant toutes les épreuves d'efforts

les participants étaient libres de boire de I'eau quand ils en sentaient le besoin.

L’évaluation de la détente verticale consiste a mesurer le temps de suspension, la hauteur
ainsi que la puissance des membres inférieurs lors d'un saut. A I'arrivée des sujets, ces derniers sont
équipés d'une ceinture de cardio fréquencemetre thoracique permettant le suivi cardiaque pendant les
périodes d'efforts et la récupération. Deux types de détente verticale sont réalisées par les sujets et
reproduits trois fois : la détente verticale en contre-mouvement (CMJ) et la détente verticale en squat
(S)). Pour les deux, les sujets commencent en position verticale, les mains placées sur leur hanche durant
tout le mouvement de saut avec pour consigne de sauter le plus haut possible. Tous les sujets ont recu
les mémes commandes verbales. Les sujets devaient conserver les jambes droites pendant la phase de
vol des deux types de détentes verticales. Un intervalle de repos d'environ 30 sec a été donné entre

chaque essai de saut (3 sauts au total pour chacun). Pour le CMJ, les sujets partaient jambes droites et
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pouvaient, au moment du saut, descendre en demi-squat et sauter immédiatement le plus haut possible
(flexion préalable). Ce test va permettre d'effectuer un test pliométrique. Pour le SJ, les participants ont
recu l'ordre de se mettre dans la position demi-accroupie avec 3 secondes de stabilisation avant de
sauter le plus haut possible (Wadhi et al., 2018). Ce saut va permettre de mesurer la détente « séche »,
non pliométrique, sans étirement. Le matériel utilisé pour évaluer la hauteur et le temps de suspension
de la détente verticale était I'OptoJump (ancienne version de Microgate). Nous avons évalué le temps
de suspension, la hauteur de la détente verticale, la puissance musculaire des membres inférieurs. La
puissance est calculée de la maniere suivante : Puissance = (62,5x hauteur (cm)) + (50,3 x poids de

corps(kg)) - 2184,7 (exprimée en Watt) (Lara et al., 2006).

Pour ces tests CMJ et SJ, les parameétres suivants ont été mesurés : la durée, la hauteur et la

puissance de la détente verticale en prenant en compte les trois essais.

L'épreuve de charge vitesse est réalisée sur un ergocycle a la suite de I'évaluation de la détente
verticale. Elle permet d'évaluer la puissance maximale anaérobie. Elle consiste en la réalisation de sprints
maximaux de 10 secondes, a la vitesse la plus élevée possible contre différentes forces de freinage (F)
croissantes. Le sujet démarre, dans un premier temps, avec 5 min d'échauffement, comprenant un
pédalage modérément intense associé a trois sprints de 3 sec espacés de 1 min, sans charge. Apres
I'échauffement, le sujet avait 5 min de repos. Au commencement de |'épreuve, le sujet s'installait sur
I'ergocycle et avait pour consigne de pédaler le plus vite possible pendant 10 sec, avec une premiére
force de freinage utilisée. Aprés 5 min de récupération assise, le méme exercice recommencait avec une
force de freinage augmentée. Les participants devaient effectuer un total de 5 sprints afin d'obtenir la
valeur du pic de vitesse. Pendant les sprints sur ergocycle, I'expérimentateur encourage les sujets. La
relation est la suivante : V=V,(1-F/Fo) avec V, l'intersection de la droite de régression avec l'axe des
vitesses et Fq I'intersection avec I'axe des forces de freinage. La puissance maximale (Wmax est égale a
0,25 Vo.Fy (Vanderwalle et al., 1983) (Figure 29). L'ergométre utilisé est le Monark 894E (matsport)
spécialisé dans les tests d'anaérobie. Il utilise un software permettant I'obtention ainsi que

I'enregistrement des données.

Pour ce test, les parametres suivants ont été évalués : V,, Fo, Pmax.
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Figure 29. Détermination de /a relation force-vitesse lors des exercices de pédalage. A étant les pics de
vitesse enregistrés lors de sprints avec différentes charges ; B étant la relation entre les pics de vitesse
et les forces de freinage correspondantes (Driss et Vandewalle, 2013)

V.2.g. Evaluation de la conduite

La performance de conduite simulée a été réalisée avec le simulateur VIGISIM (INRETS-MSIS
SIM2) pendant 45 min a 22 :00 (J1) et 04 :00 (J2). Le sujet est assis avec devant lui un volant, permettant
de contrOler le véhicule, et un ordinateur contenant un logiciel de simulation de conduite.
L'environnement du test représente |'avant de la voiture ainsi qu’'une route a 2 voies, sans circulation,
avec quelques virages. Le sujet a pour consigne de maintenir la voiture le plus au centre possible de la
route (entre deux lignes blanches). La vitesse du véhicule est fixée a 110 km/h. La position du véhicule
était enregistrée en continu comptabilisant le nombre de franchissements inappropriés de lignes

latérales et la déviation standard de la position (Davenne et al., 2012).

Pour ce test, le nombre de franchissements inappropriés de lignes latérales et la déviation

standard de la position étaient mesurés.
V.2.h. Evaluation du tir

L'évaluation du tir a été évaluée par des tirs a la carabine Biathlon laser iXtense S (Kiwi précision,
France avec conformité CE a la norme NF EN 60851-2) sur des cibles laser de biathlon éclairé. Elle est
effectuée a 23 :00 (J1) et 05 :00 (J2) aprés la conduite sur simulateur. Les sujets étaient couchés sur un
tapis de sol. Chaque participant avait sa cible située a 10 metres en face de lui. Chaque cible comprenait
un total de 5 tirs. Lorsque la cible est touchée, celle-ci s'éclaire en blanc. Le tireur a 5 cibles devant lui et
5 tirs possibles. Il a 15 secondes pour tirer. Quatre séries (20 tirs au total) sont réalisées ainsi qu‘une série

d’'entrainement au préalable (5 tirs). On comptabilise le nombre total de cibles éteintes (sur 20).
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Pour ce test, le nombre de cibles touchées sur un total de 20 tirs possibles a été mesuré.
V.2.i. Evaluation subjective par questionnaires

Deux questionnaires informatisés étaient renseignés avant chaque test de PVT en cinétique

toutes les 6 heures : I'échelle visuelle analogique (EVA) et I'échelle de somnolence de Karolinska (KSS).

L’EVA se présente sous forme de regle de 100 mm présentée horizontalement. Cette échelle a
été utilisée pour évaluer les événements indésirables, en plus de ceux signalés spontanément. Elle a
permis au sujet d'évaluer 4 symptomes potentiellement associés a la consommation de caféine
(Hammond et al.,, 2018) : les maux de téte, les nausées, des douleurs abdominales, et la fatigue. Les sujets
devaient répondre en plagant le curseur sur la ligne a I'endroit qui lui semblait refléter au mieux son état
actuel, chaque ligne représentant un aspect d'effet indésirable décrit dans la question « vous sentez vous

nauséeux ? ». Sur chaque extrémité de la ligne se trouver les termes « pas du tout » et « beaucoup ».

Le KSS évalue le niveau subjectif de somnolence du sujet de 1 a 9, 1 étant pour « trés vigilant »
et 9 pour « extrémement fatigué, difficulté a se maintenir éveillé, lutte contre le sommeil » (Akerstedt et

al., 2014). Cette échelle permettait au sujet de sélectionner une réponse parmi neuf possibilités.
V.2.j. Evaluation des réponses cardiovasculaires

La pression artérielle et la fréquence cardiaque ont été évaluées par automesure avec un
tensiometre automatique (M10-IT, HEM-7080IT-E, OMRON) (Topouchian et al.,, 2011). Trois mesures ont
été réalisées avec un intervalle de 30 secondes entre chaque mesure. La moyenne de ces prises était
affichée sur le tensiométre et relevée par le sujet sur un cahier. Les mesures effectuées étaient la
fréquence cardiaque (pulse/min), la systolique et la diastolique (mmHg). Les sujets effectuaient cette

mesure apres chaque PVT (toutes les 6 heures) dans le calme.
V.2.k. Evaluation du sommeil nocturne

A leur arrivée (DO), les sujets ont porté un bandeau Dreem ® durant leur nuit de sommeil ou
privation. C'est un dispositif d’enregistrement sans fil du signal EEG, comprenant 5 électrodes séches de
nano-carbone (Fpz, Fpl, Fp2, M1 et M2). Ces cinq électrodes constituent des dérivations : Fp1-M1, Pf2-
M2, Fpl-Fpz, Fpl-Fp2. Le signal EEG issu du bandeau est échantillonné a 250 Hz et filtré entre 0.4 et
18Hz. Le bandeau est également composé d'un accélérométre ainsi que de deux capteurs de fréquence
cardiaque et respiratoire. Le bandeau a été utilisé seulement pour la lecture EEG sans stimulations. Les

sujets le portaient au moment d'aller se coucher et il leur était retiré des leur réveil. Pour la nuit de
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privation, les sujets le portaient de 21 :45 a 07 :15 entre J1 et J2. Ce bandeau est activé grace a

I'application Dreem® utilisée sur des tablettes au sein du laboratoire.

Pour le sommeil, nous avons évalué les paramétres suivants : le temps total de sommeil, le temps
d'éveil apres endormissement, I'index d’efficacité, la latence d’endormissement, le temps passé en stade

1, en stade 2, en stade 3 et en REM.

V.2.l. Administration de la caféine

L'alicament utilisé dans cette étude est la caféine qui a été administrée sous forme de poudre.
Celle-ci a été conditionnée en sachet contenant 200 mg de caféine et 800 mg de maltodextrine
(Myprotein, House, Gadbrook Park, Gadbrook Way, Rudheath, Northwich, Cheshire, CW9 7RA, England).
Cette entreprise a un label 5 étoiles de I'’Agence de sécurité sanitaire anglaise (FSA). Le produit respecte
la norme ISO17025 qui régit I'étalonnage des appareils de laboratoire et de mesure et garantit la
quantité de caféine contenue dans le sachet. La caféine ou le placebo ont été administrés dans une
boisson décaféinée (Nespresso Volluto decafeinato intensité 4 pour la condition caféine et Nespresso
Ristretto decafeinato intensité 10 pour la condition placebo). 2,5 mg/kg de caféine ont été dissous dans
50 ml de boisson décaféinée et administrés a 08 :30 et 14 :30 a J1 et J2, soit au total, 5mg/kg/jour en 2

administrations par jour. Les boissons sont toujours consommeées 45 minutes avant le PVT.

Les boissons étaient préparées dans une autre salle par un expérimentateur attitré et servies
dans des gobelets en carton fermés, contenant uniquement le N° du sujet et I'heure d'administration.
Afin de préserver le double aveugle, aucun autre expérimentateur n'a été informé de la condition des
sujets ou du contenant. Les boissons seront préparées 1 heure au maximum avant leur administration.
(McLellan et al.,, 2016). Lors de la consommation de la boisson, un expérimentateur restait toujours pour

vérifier que chaque sujet buvait sa boisson sans échanger avec les autres et la finissaient entierement.

V.2.m. Génétique

Le génotypage des rs5751876 d’ADORA2A, rs1800629 de TNF-q, rs73598374 d'ADA, rs4680 de
COMT et rs228697 de PER3 a été effectué sur des cellule sanguines en utilisant la méthode LAMP-MC
(Drogou et al., 2020). Cette méthode a été appliquée a des matrices biologiques complexes, telles que
le sang total et la salive, sans extraction préalable de 'ADN. Les échantillons de cellules sanguines ont
été collectés sur EDTA et ont été aliquotés dans des microtubes stériles et stockés a -20°C jusqu’a
I'analyse LAMP-MC. Les essais de génotypage avec la méthode LAMP-MC ont été réalisés en utilisant le

kit Combo Human Sleep Deprivation personnalisé (Cat#LCSDC-LP-24, LaCAR MDX, Liége, Belgique).
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Des contrdles positif et négatif ont été fournis pour chaque SNP. La technique LAMP-MC
consistait en une lyse des cellules suivie d'une amplification de la séquence cible a une température
constante autour de 65°C en utilisant simultanément trois couples d'amorces, une polymérase avec une
activité de déplacement de brin élevée, en plus d'une activité de réplication, et une sonde marquée au
fluorophore. La détection des génotypes homozygotes ancestraux, hétérozygotes et homozygotes
mutés est effectuée par analyse de la courbe de fusion aprés amplification (Figure 30) (Drogou et al,,

2020).
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Figure 30. Exemple de courbes de fusion obtenue a travers des échantillons de sang pour les
polymorphismes ADORAZA (rs5751876) (Drogou et al,, 2020).

V.2.n. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide de R-studio (V 0.99.902 - 2009-2016 RStudio,

Inc.). Les valeurs ont été exprimées en tant que moyenne + erreur standard a la moyenne (SEM).

Tous les parametres ont été analysés par des ANOVAs 3 facteurs a mesures répétées (groupe
[SNP] x temps d'éveil [PS] x traitement [TRT]). Les données acquises sont également traitées par une
analyse de variance a 2 facteurs (groupe [SNP] x temps d'éveil [PS]), (groupe [SNP] x traitement [TRT])
et (traitement [TRT] x temps d'éveil [PS]) ainsi qu'une analyse de variance a 1 facteurs (groupe [SNP]),
temps d'éveil [PS]) et (traitement [TRT]). L'analyse de variance a des effets mixtes comprenant des effets
fixes pour les polymorphismes génétiques (mesure non répétée) et la durée d'éveil et le traitement
(mesures répétées) avec un effet aléatoire pour les sujets. Lorsque des différences significatives sont
observées dans le cadre de I'analyse (p<0.05), une analyse post-hoc de Tukey ou T-test a été appliquée

aux données observées entre les sessions expérimentales réalisées a une méme heure.
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Pour les polymorphismes génétiques, les groupes de mutations homozygotes et hétérozygotes

étaient regroupés pour une analyse graphique et statistique.

V.3 Résultats

V.3.a. Caractéristiques de la population

42 sujets ont participé a I'étude. Nous avons exclu un sujet pour cause d'effet indésirable
important aprés la consommation de caféine. Finalement, un total de 41 sujets (33,2 £0,9) a effectué le
protocole expérimental en entier avec 53,7% de femmes (N=22) et 46,3% d’hommes (N=19). La
consommation moyenne de caféine était de 247 + 23 mg (moyenne + SEM). La moyenne de I'ITMC était
de 22,7 + 0,6 chez les femmes et de 23,3 + 0,7 chez les hommes. La durée moyenne d’exercice physique
par semaine était de 3,1 + 0,3 heures. Le temps total de sommeil moyen était de 7,3 + 0,1 heures par
nuit et le score de somnolence diurne moyen était de 6,8 + 0,4. 35% des sujets était du chronotype du

matin, 35% du soir et 30% intermédiaire.

V.3.b. Répartitions génétiques

Les génotypes des participants et leurs critéres démographiques sont résumés dans le tableau
17. Les variations génétiques des rs1800629 TNF-a, rs5751876 ADORAZ2A, rs73598374 ADA, rs4680
COMT et rs228697 PER3 sont respectivement G>A, C>T, C>T, G>A et C>G. Aucune différence n'a été
observée entre les SNPs dans les caractéristiques des sujets a I'exception de I'age et de la consommation
de caféine. Concernant I'dge, nous avons observé une différence entre les génotypes d'ADA avec les
porteurs du génotype C/T plus agés que les porteurs du génotype C/C (45,2 vs 31,6 ans respectivement).
Concernant la caféine, nous avons observé une différence entre les génotypes d’ADORA2A avec les
porteurs du génotype C/T-T/T qui consomment plus de caféine en moyenne que les porteurs du
génotype C/C (293 vs 177 mg/j respectivement). Les fréquences des génotypes de TNF-a de notre
population étaient différentes de la base de données 1000 Génomes car, apres avoir atteint les trois
quarts de I'étude, nous avons choisi de sélectionner les participants en fonction de leur profil génétique
afin d'équilibrer des génotypes spécifiques particulierement rares dans la population. Nous avons choisi
de prioriser les polymorphismes de TNF-a et ADORA2A au regard de la littérature scientifique. Comme
les mutations homozygotes ou hétérozygotes étaient particulierement rares pour certains
polymorphismes (TNF-a A/A, ADORA2A T/T; ADA C/T; PER3 C/G), les alléles homozygotes et
hétérozygotes mutées étaient combinées. Leur agrégation n'a pas modifié leur effet significatif sur les

parametres évalués.
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Tableau 17. Répartition des polymorphismes génétiques et des caractéristiques de la population en
fonction de la base de données international 1000 Génomes.

Polymorphisme 1000 Temps
génétique Gé c " Sexe Consommation total de

3 b énomes Age . .
Génotypes N (%) (années) habituelle de sommeil

(Chromosome, ©%) (?, %) caféine (mg/j) (TST)
localisation) ° (heure)
rs1800629_TNF-a G/G? 26 (63,4 %) 74,4% 343+1,7 57.7% 243 + 39 75+02
(6 :31,575,254) G/A-A/A 15 (36,6 %) 25,6% 313+15 46,7% 254 + 42 71+03
rs5751876_ADORA2A c/c 16 (39 %) 37,4% 324+17 56,3% 177 + 47 74 +03
(22 :24,441,33) c/T-T/T 25 (61 %) 62,6% 338+17 52,0% 293 + 34* 73+0.2
rs73598374_ADA c/C? 36 (87,8 %) 88,1% 316 £1,0 52,7% 242 + 31 73+02
(20 :44,651,586) Cc/T 5(12,2 %) 11,5% 45,2 + 4,7* 60,0% 290 + 85 72+04
rs4680_COMT G/G? 13 (31,7 %) 26,4% 31916 62,2% 244 + 58 72+04
(22 :19,963,748) G/A-A/A 28 (68,3 %) 73,6% 33916 46,4% 249 + 33 74 +0,.2
rs228697_PER3 c/c? 33 (80,5 %) 81,7% 34014 57,6% 239 + 32 72+02
(1:7,827,519) C/G 8 (19,5 %) 17,3% 30320 37,5% 281 + 63 76 +0,1

2 alléle ancestral. © les mutations sont combinées entre elles (hétérozygotes et homozygotes). < valeur obtenue de /a
base de données 1000 Génomes. Les valeurs sont présentées en moyenne + SEM pour les valeurs quantitatives et
en pourcentage (%) pour les valeurs qualitatives. * vs génotypes d'un méme polymorphisme (p<0,05).

V.3.c. Attention soutenue (PVT)

Nous observons un effet significatif de la durée d’éveil et du traitement sur le nombre de lapses

et la vitesse au PVT pour tous les polymorphismes (p<0,01), mais aucun effet des polymorphismes

(Tableau 18). Une interaction significative entre la durée d'éveil et le traitement est observée seulement

sur le nombre de lapses (p<0,01). En comparaison avec 2-h d'éveil continu (09 :15 a J1), le nombre de

lapses était significativement plus élevé et la vitesse significativement plus lente dans la condition

placebo a 20-h, 26-h et 32-h d'éveil continu (03 :15, 09 :15 et 15 :15 a J2) (Figure 31 A et B). En

comparaison a la condition placebo, dans la condition caféine, le nombre de lapses était

significativement plus faible particulierement a 14-h, 20-h, 26-h et 32-h d'éveil continu (21:15aJ1 et 03

:15, 09 :15 et 15 :15 a J2) alors que la vitesse était significativement plus élevée a 8-h (15 :15 a J1), 26-h

et 32-h d'éveil continu (09 :15 et 15 :15 a J2) (Figure 31 A et B).
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Figure 31. Moyenne du nombre de lapses (A) et de la vitesse de réponse (B) au test de vigilance
psychomotrice (PVT) pendant 38-h d'éveil continu en condition placebo (PBO) et caféine (CAF).
Les valeurs sont en moyenne + SEM. * vs 2-h d'éveil continu (09 :15 a J1), # vs PBO (p<0,05).

Nombre de lapses

Pour le polymorphisme de TNF-a, nous observons une interaction significative a 2 facteurs avec
le traitement et une interaction a 3 facteurs avec le traitement et la durée d'éveil (Tableau 18). L'analyse
post-hoc ne montre aucune différence entre les génotypes a n‘importe quelle heure d'éveil continu en
condition placebo (Figure 32). Cependant, un effet de la caféine avec une diminution du nombre de
lapses a été observé (comparé a la condition placebo) chez les porteurs de l'allele A a 8-h, 20-h, 26-h et
32-h d'éveil continu alors que cet effet n'est présent, chez les porteurs du génotype G/G, qu'a 14-h et

32-h d'éveil continu (Figure 32 A).

Pour le polymorphisme d’ADORA2A, nous observons une interaction significative a 2 facteurs
avec la durée d'éveil (p<0,02) mais pas avec le traitement (Tableau 18). L'analyse post-hoc montre un
nombre de lapses plus élevé chez les porteurs de l'allele T en comparaison des porteurs du génotype

C/C a 32-h d'éveil continu (Figure 32 B).

Pour le polymorphisme de PER3, une interaction significative a 2 facteurs a été observée avec le
traitement (p<0,01) mais pas avec la durée d'éveil (Tableau 18). Dans la condition caféine, on observe
une diminution significative du nombre de lapses par rapport a la condition placebo chez les porteurs
de l'allele G a 20-h et 32-h d'éveil continu, et a 14-h, 20-h et 32-h d'éveil continu chez les porteurs du

génotype C/C (Figure 32 C).
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Pour les polymorphismes de COMT et d’ADA, aucun effet significatif n'a été observé sur les

lapses (Tableau 18 et Figure 32).
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Figure 32. Moyenne du nombre de lapses au PVT évalué toutes les 6-h pendant 38-h d'éveil continu en
fonction des polymorphismes de TNF-a (A), ADORAZA (B), et PER3 (C) en condition placebo (PBO) et
caféine (CAF). La caféine était consommée 45-min avant le PVT de 09 :15 et 15 :15 4 J1 et J2. § vs génotypes, # vs
PBO (p<0,05).

Vitesse

Pour le polymorphisme de TNF-a, nous observons une interaction significative avec la durée
d'éveil, cependant I'analyse post-hoc ne montre aucune différence significative sur la vitesse et aucune

interaction n'a été observée avec le traitement (Tableau 18, figure non représentée).
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Pour le polymorphisme de PER3, la vitesse était plus élevée dans la condition caféine par rapport
a la condition placebo chez les porteurs du génotype C/C a 26-h d'éveil continu alors qu'aucune

significativité n'était observée pour les porteurs de l'alléle G (Tableau 18 et Figure 33).

Pour le polymorphisme d'ADA, une interaction a 2 facteurs a été observée avec la durée d'éveil
sur la vitesse au PVT sans interaction avec le traitement (Tableau 18). L'analyse post-hoc ne montre

aucune différence significative entre les génotypes (figure non représentée).

Pour les polymorphismes d’ADORA2A et de COMT, aucune interaction n'a atteint la

significativité pour la vitesse (figure non représentée).
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Figure 33. [a vitesse au PVT évaluée toutes les 6-h pendant 38-h d‘éveil continu en fonction des
polymorphismes de PER3 en condition placebo (PBO) et caféine (CAF). La caféine était consommée 45-min
avant le PVT de 09 :15 et 15 :15 a J1 et J2. # vs PBO (p<0,05).

Tableau 18. Analyse ANOVA des polymorphismes génétiques (SNP) en interaction avec I'éveil continu
(PS) et le traitement (TRT) sur le nombre de lapses et la vitesse au PVT.

Eveil continu x Polymorphisme | Polymorphisme Interaction
s Eveil continu Traitement Polymorphisme h . . . 3 facteurs
Parametres SNPs ) (TRT) (SNP) Traitement x Eveil continu x Traitement (SNP x PS x
PVT (PS x TRT) (SNP x PS) (SNP x TRT)
Fs.370 (P) Fiss (p) Fi37 (p) Fs 150 ( TRT)
5,180 (P) Fs400 (P) F172 (p) r
5,360 (P)
rs1800629_TNF-«a 109,65 (<0,01) 21,30 (<0,01) 1,40 (0,24) 19,17 (<0,01) 1,87 (0,17) 6,03 (0,02) 4,04 (0,05)
Nombre de rs5751876_ADORA2A 109,85 (<0,01) 18,47 (<0,01) 1,45 (0,24) 19,64 (<0,01) 5,67 (0,02) 0,59 (0,45) 0,53 (0,47)
Lapses rs73598374_ADA 108,69 (<0,01) 18,41 (<0,01) 2,07 (0,16) 18,91 (<0,01) 2,56 (0,11) 0,46 (0,50) 0,03 (0,86)
rs4680_COMT 108,80 (<0,01) 19,82 (<0,01) 0,04 (0,85) 19,09 (<0,01) 0,43 (0,51) 3,18 (0,08) 2,40 (0,12)
rs228697_PER3 109,51 (<0,01) 23,50 (<0,01) 3,06 (0,09) 18,71 (<0,01) 3,02 (0,08) 10,2 (<0,01) 2,82 (0,09)
rs1800629_TNF-a 472,53 (<0,01) | 23,56 (<0,01) 0,19 (0,67) 0,74 (0,39) 6,59 (0,01) 1,29 (0,26) 0,27 (0,61)
rs5751876_ADORA2A 465,01 (<0,01) 23,02 (<0,01) 2,08 (0,16) 0,64 (0,42) 0,68 (0,41) 0,46 (0,50) 0,00 (0,97)
Vitesse rs73598374_ADA 471,04 (<0,01) 23,80 (<0,01) 0,00 (0,95) 0,60 (0,44) 5,04 (0,03) 1,60 (0,21) 0,71 (0,40)
rs4680_COMT 465,36 (<0,01) 22,90 (<0,01) 0,38 (0,54) 0,64 (0,43) 0,48 (0,49) 0,28 (0,60) 0,50 (0,48)
rs228697_PER3 464,46 (<0,01) | 26,50 (<0,01) 2,54 (0,12) 0,64 (0,42) 0,05 (0,82) 5,80 (0,02) 0,18 (0,67)
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En gras (p<0,05)

V.3.c. EEG pendant le PVT

Pour le polymorphisme de TNF-a, I'analyse Z score sur les scalps du cerveau montre une
activation plus élevée dans la bande de fréquence théta apres une privation totale de sommeil (J2/J1)
pour les porteurs de l'alléle A (Figure 34 A). L'analyse ANOVA montre une interaction significative avec
la durée d'éveil dans la région centro-temporale sur le ratio théta-sur-alpha en réponse a la privation de
sommeil (26-h d’éveil continu) avec une interaction entre le traitement et la durée d’éveil (Tableau 19).
Une activation plus élevée a été observée chez les porteurs de I'allele A en comparaison des porteurs du
génotype G/G en placebo mais aucun effet significatif n'a été observé sur le traitement (Figure 34 A

droite).

Pour le polymorphisme d’ADORA2A, I'analyse Z score montre une activation du théta plus élevée
sur les scalps apres une privation de sommeil (J2/J1) chez les porteurs de l'allele T (Figure 34 B gauche).
L'analyse ANOVA ne montre aucune interaction pour le ratio théta-sur-alpha en réponse a la privation
de sommeil (@ 26-h d'éveil continu) dans la région centro-temporale mais montre une interaction
significative entre le traitement et la durée d'éveil sans post-hoc significatif (Tableau 19, Figure 34 B

droite).

Pour le polymorphisme de PER3, I'analyse Z score montre une activation plus élevée dans la
bande de fréquence théta et alpha aprés une privation de sommeil (J2/J1) chez les porteurs de l'alléle G
(Figure 34 C gauche). L'analyse ANOVA sur le ratio théta-sur-alpha ne montre aucune interaction
significative avec le polymorphisme dans la région centro-temporale, ni entre le traitement et la durée
d'éveil (Tableau 19 et Figure 34 C droite). Pour les polymorphismes de COMT et d'ADA, aucun effet

significatif n'a été observé sur le z score sur les scalps, ni sur le ratio théta sur alpha (Tableau 19).
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Figure 34. La variation (J2/J1) de la puissance spectrale EEG sur des scalps (a gauche) et le ratio théta-
sur-alpha (a droite) dans la région centro-temporale pendant le PVT a 09:15 a J1 (a 2-h d’éveil continu)
et J2 (@ 26-h d’éveil continu) en fonction des polymorphismes génétiques de TNF-a (A), ADORAZA (B),
PER3 (C) en condition placebo (PBO) et caféine (CAF). La caféine est consommée 45-min avant le PVT a J1 et
J2. $ vs génotypes (p<0,05).

Tableau 19. Analyse ANOVA des polymorphismes génétiques (SNP) en interaction avec /'éveil continu
(PS) et le traitement (TRT) sur le ratio théta-sur-alpha dans les régions cérébrales frontale et centro-

temporale.
Eveil Polymorphism Polymorphisme Interaction
P at Eveil continu Traitement Polymorphisme continu x e x Eveil x ¥raite':nent 3 facteurs
a’i“\;i res SNPs PS) (TRT) (SNP) Traitement continu P % TR (SNP x PS x
F1s8 (P) F120 (p) F129 (p) (PS x TRT) (SNP x PS) Fiso (p) TRT)
F130 (P) Fi60 (P) e Fi60 (P)

rs1800629 TNF-« 3,92 (0,06) 11,24 (<0,01) 2,98 (0,10) 1,05 (0,31) 4,00 (0,06) 0,04 (0,84) 0,17 (0,68)
Région rs5751876_ADORA2A 4,02 (0,05) 11,31 (<0,01) 0,16 (0,70) 1,07 (0,30) 5,59 (0,02) 0,23 (0,63) 0,14 (0,71)
fromtal rs73598374_ADA 380(0,06) | 11,43 (<0,01) 1,67 (0.21) 1,02 (0.32) 233(0,13) 0,54 (0,47) 0,04 (0,85)
rs4680_COMT 3,70 (0,06) 12,09 (<0,01) 0,14 (0,71) 0,99 (0,32) 0,31 (0,58) 2,24 (0,15) 0,46 (0,50)
rs228697_PER3 3,73 (0,06) 11,82 (<0,01) 1,68 (0,21) 1,00 (0,32) 0,75 (0,39) 1,56 (0,22) 0,53 (0,47)
rs1800629_TNF-a 8,81 (<0,01) 9,70 (<0,01) 1,67 (0,21) 4,29 (0,04) 5,88 (0,02) 0,11 (0,74) 0,74 (0,39)
Région rs5751876_ADORA2A 8,26 (<0,01) 10,31 (<0,01) 0,21 (0,65) 4,02 (0,05) 2,32 (0,13) 1,92 (0,18) 0,26 (0,61)
centro- rs73598374_ADA 8,20 (<0,01) 9,92 (<0,01) 0,79 (0,38) 3,99 (0,06) 1,78 (0,19) 0,75 (0,39) 0,30 (0,58)
temporal rs4680_COMT 8,08 (<0,01) 9,72 (<0,01) 0,25 (0,62) 3,94 (0,06) 0,68 (0,41) 0,16 (0,69) 0,57 (0,45)
rs228697_PER3 7,92 (<0,01) 9,99 (<0,01) 0,93 (0,34) 3,86 (0,06) 0,00 (0,98) 0,96 (0,33) 0,05 (0,83)

En gras (p<0,05)
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Puissance theta EEG (10-3 . mV?)

Pour les 5 polymorphismes, une corrélation significative a été observée entre la bande de
fréquence théta et le nombre de lapses dans la condition caféine (=0,03) et placebo (p<0,01) dans la
région centro-temporale (Figure 35). La corrélation entre le nombre de lapses et la bande de fréquence

alpha n'a montré aucune significativité que ce soit dans la condition placebo ou caféine.
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Figure 35. Analyse de corrélation entre le nombre de lapses et la puissance théta pendant le test de PVT

apres la nuit de privation de sommeil (@ 26-h d‘éveil continu) dans la région centro-temporale en
condition placebo et caféine. En rouge : la condition caféine, en bleu : la condition placebo

V.3.e. Les performances physiques
Evaluation de la détente verticale :
La détente verticale en contre-mouvement (CMJ) :

Nous observons un effet significatif de la durée d'éveil sur la hauteur (p=0,03) et la puissance
de la détente verticale (p=0,03) mais pas d'effet du traitement, ni d'interaction des deux (Tableau 20).
Aucun effet sur la durée n'a été observé. Nous observons une légére dégradation des performances a
J2 par rapport a J1 que ce soit pour la hauteur et la puissance de la détente verticale en contre

mouvement, cependant, les post-hocs n’'ont pas atteint la significativité (p>0,05).
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La hauteur de la détente verticale en contre mouvement

Nous observons une ANOVA significative a 3 facteurs du polymorphisme d’ADORA2A en
interaction avec la durée d'éveil et le traitement sur la hauteur de la détente verticale en contre-
mouvement (p=0,03) et un effet significatif du polymorphisme de PER3 en interaction avec le traitement

(p=0,03) (Tableau 20). Cependant, aucun post-hoc n’a atteint la significativité (Figures non présentées).
La puissance de la détente verticale en contre mouvement

Nous observons un effet significatif du polymorphisme d’ADORA2A avec une interaction a 3
facteurs entre la durée d'éveil, le traitement et le SNP sur la puissance de la détente verticale (p=0,03)

(Tableau 20). Cependant, aucun post-hoc n'a atteint la significativité (Figure non présentée).

Tableau 20. Analyse ANOVA des polymorphismes génétiques (SNP) en interaction avec la durée d’éveil
(PS) et le traitement (TRT) sur la détente verticale en contre-mouvement

Eveil Polymorphisme Polymorphism Interaction 3

Paramétres Eveil continu Traitement Polymorphisme coptinu X X Eveil continu e x Traitement facteurs

SNPs (PS) (TRT) (SNP) Traitement (SNP x PS x
M) (SNP x PS) (SNP x TRT)
F174 (p) F13s (p) F137 (p) (PS x TRT) Fiso (P) Fis (D) TRT)

F136 (P) 1o (P 172 P Fi72 (p)
rs1800629 TNF-a 5,12 (0,03) 0,08 (0,78) 1,01 (0,37) 0,01 (0,93) 0,85 (0,43) 0,18 (0,68) 0,10 (0,75)
rs5751876_ADORA2A 5,41 (0,02) 0,08 (0,78) 0,03 (0,85) 0,02 (0,88) 0,02 (0,88) 0,34 (0,56) 4,90 (0,03)
Hauteur rs73598374_ADA 5,07 (0,03) 0,08 (0,78) 1,63 (0,21) 0,02 (0,89) 0,01 (0,94) 1,83 (0,19) 0,02 (0,89)
rs4680_COMT 5,20 (0,03) 0,08 (0,78) 0,43 (0,51) 0,02 (0,90) 0,80 (0,37) 0,00 (0,99) 1,11 (0,30)
rs228697_PER3 5,27 (0,03) 0,09 (0.77) 0,00 (0,96) 0,01 (0,92) 1,29 (0,26) 4,27 (0,05) 1,65 (0,20)
rs1800629 TNF-a 5,12 (0,03) 0,09 (0,76) 1,67 (0,20) 0,01 (0,93) 0,85 (0,43) 0,47 (0,50) 0,10 (0,75)
rs5751876_ADORA2A 5,41 (0,02) 0,09 (0,76) 0,04 (0,85) 0,02 (0,88) 0,02 (0,88) 1,20 (0,28) 4,90 (0,03)
Puissance rs73598374_ADA 5,07 (0,03) 0,09 (0,76) 0,54 (0,47) 0,02 (0,89) 0,01 (0,94) 1,43 (0,24) 0,02 (0,89)
rs4680_COMT 5,20 (0,03) 0,09 (0,77) 0,84 (0,37) 0,02 (0,67) 0,80 (0,37) 0,10 (0,75) 1,11 (0,30)
rs228697_PER3 5,27 (0,03) 0,09 (0,76) 0,00 (0,99) 0,01 (0,92) 1,29 (0,26) 0,93 (0,34) 1,65 (0,20)

En gras (p<0,05)

La détente verticale en squat (SJ) :

Nous observons un effet significatif de la durée d'éveil sur la durée (p=0,02), la hauteur (p=0,03)
et la puissance de la détente verticale (p=0,03) (Tableau 21). Une légere diminution de la durée, de la
hauteur et de la puissance est observée apres la privation de sommeil (J2), cependant, aucun post-hoc

n'a atteint la significativité.

La durée de la détente verticale en squat

Nous observons une interaction significative entre le polymorphisme de PER3, la durée d'éveil
et le traitement (p=0,02) (Tableau 21). Cependant, aucun post hoc n‘a atteint la significativité (Figure

non présentée).
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Tableau 21. Analyse ANOVA des polymorphismes génétiques (SNP) en interaction avec la durée d‘éveil
(PS) et e traitement (TRT) sur la détente verticale en squat (SJ).

Eveil . . Eveil continu Polymorphisme | Polymorphisme Interaction 3
N . Traitement Polymorphisme . . . .
Parameétres SNPs continu (TRT) (SNP) x Traitement x Eveil continu x Traitement facteurs
SJ) (PS) Fss (D) Fisr (D) (PS x TRT) (SNP x PS) (SNP x TRT) (SNP x PS x TRT)
F174 (p) 13 P 17 P F136 () F1s0 (p) F172 (p) F172 (p)
rs1800629 TNF-a 5,56 (0,02) 0,45 (0,51) 0,55 (0,58) 1,10 (0,30) 0,71 (0,50) 0,46 (0,50) 1,61 (0,21)
rs5751876_ADORA2A : 5,54 (0,02) 0,45 (0,51) 0,51 (0,48) 1,08 (0,30) 0,18 (0,67) 0,28 (0,60) 1,62 (0,21)
Durée rs73598374_ADA 5,43 (0,02) 0,44 (0,51) 0,72 (0,40) 1,06 (0,31) 0,18 (0,67) 0,08 (0,78) 0,06 (0,81)
rs4680_COMT 5,53 (0,02) : 0,47 (0,50) 2,59 (0,12) 1,09 (0,30) 0,30 (0,58) 2,55 (0,12) 1,32 (0,25)
rs228697_PER3 6,09 (0,02) | 045 (0,51) 0,07 (0,79) 1,34 (0,25) 3,24 (0,08) 0,29 (0,59) 5,93 (0,02)
rs1800629 TNF-a 4,79 (0,03) 0,24 (0,63) 0,90 (0,41) 1,54 (0,22) 0,89 (0,42) 0,43 (0,51) 1,37 (0,25)
rs5751876_ADORA2A | 4,71 (0,03) 0,24 (0,63) 0,21 (0,65) 1,47 (0,23) 0,30 (0,59) 0,10 (0,76) 0,72 (0,40)
Hauteur rs73598374_ADA 4,67 (0,03) 0,24 (0,63) 1,21 (0,28) 1,46 (0,23) 0,18 (0,68) 0,02 (0,89) 0,09 (0,76)
rs4680_COMT 4,91 (0,03) 0,25 (0,62) 0,85 (0,36) 1,62 (0,21) 3,93 (0,06) 1,22 (0,28) 0,19 (0,66)
rs228697_PER3 4,68 (0,03) 0,24 (0,63) 0,03 (0,86) 1,43 (0,24) 0,02 (0,90) 0,17 (0,68) 0,52 (0,47)
rs1800629 TNF-« 4,79 (0,03) 0,65 (0,42) 1,54 (0,23) 1,54 (0,22) 0,89 (0,42) 0,73 (0,40) 1,37 (0,25)
rs5751876_ADORA2A | 4,71 (0,03) 0,64 (0,43) 0,00 (0,96) 1,47 (0,23) 0,30 (0,59) 0,04 (0,84) 0,72 (0,40)
Puissance rs73598374_ADA 4,67 (0,03) 0,64 (0,43) 0,39 (0,54) 1,46 (0,23) 0,18 (0,68) 0,07 (0,79) 0,09 (0,76)
rs4680_COMT 4,91 (0,03) 0,65 (0,43) 1,14 (0,29) 1,62 (0,21) 3,93 (0,06) 0,51 (0,48) 0,19 (0,66)
rs228697_PER3 4,68 (0,03) 0,64 (0,43) 0,02 (0,88) 1,43 (0,24) 0,02 (0,90) 0,00 (1,00) 0,52 (0,47)
En gras (p<0,05)

Epreuve de Charge-Vitesse

Nous observons seulement un effet significatif du traitement sur la Vo (p<0,01) et un effet

significatif de la durée d'éveil sur la Fy (p=0,05), et la puissance max (p<0,01). Aucun effet du

polymorphisme ni d’interaction n'a été observé (Tableau 22). En condition placebo, la vitesse optimale

a force nulle (Vo) est diminuée aprés la nuit de privation de sommeil alors que la force optimale a vitesse

nulle (Fp) et la puissance maximale sont augmentées. Cependant, aucun post-hoc n'a atteint la

significativité. Aucune significativité n'a été observé sur les parameétres suivant : VoP, FoP, delta (J2-J1).

Tableau 22. Analyse ANOVA des polymorphismes génétiques (SNP) en interaction avec la durée d‘éveil
(PS) et le traitement (TRT) sur les paramétres de /'épreuve de charge-vitesse.

Paramétres Eveil continu Traitement Polymorphisme

Charge-vitesse SNPs (PS) (TRT) (SNP)
Fi72 (p) F134 (p) F136 (p)

rs1800629_TNF-« 0,77 (0,38) 7,90 (<0.01) 0,66 (0,42)

rs5751876_ADORA2A 0,76 (0,39) 7.86 (<0,01) 0,11 (0,74)

Vo rs73598374_ADA 0,79 (0,38) 7,94 (<0,01) 3,61 (0,07)

rs4680_COMT 0,76 (0,39) 7,90 (<0,01) 1,74 (0,19)

rs228697_PER3 0,77 (0,38) 7.73 (<0,01) 1,57 (0,22)

rs1800629_TNF-« 4,00 (0,05) 0,11 (0,75) 043 (0,52)

rs5751876_ADORA2A 3,98 (0,05) 0,10 (0,75) 0,34 (0,57)

Fo rs73598374_ADA 4,14 (0,05) 0,10 (0,75) 0,31 (0,58)

rs4680_COMT 3,97 (0,05) 0,11 (0,74) 0,59 (0,45)

rs228697_PER3 4,00 (0,05) 0,11 (0,75) 0,68 (0,42)

rs1800629_TNF-« 8,64 (<0,01) 1,16 (0,29) 0,02 (0,89)

rs5751876_ADORA2A 8,66 (<0,01) 1,12 (0,30) 0,06 (0,81)

Pmax rs73598374_ADA 8,69 (<0,01) 1,12 (0,30) 0,07 (0,79)

rs4680_COMT 8,54 (<0,01) 1,16 (0,29) 0,96 (0,33)

rs228697_PER3 8,53 (<0,01) 1,15 (0,29) 1,15 (0,29)

En gras (p<0,05)
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Perception de I'effort (RPE)

Nous observons un effet significatif de la durée d'éveil sur la RPE (p<0,01), et une interaction
entre le polymorphisme d’ADA avec le traitement (p=0,04) (Tableau 23). En condition placebo, la RPE
est augmentée aprés la nuit de privation de sommeil (Figure 36). Aucun post-hoc n'a atteint la
significativité pour le polymorphisme d'ADA (figure non représentée). Aucun autre polymorphisme n’a

atteint la significativité.
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Figure 36. Perception de I'effort a 10-h d'éveil continu (J1) et 34-h d’éveil continu (J2) en condition
placebo (PBO) et caféine (CAF) pour tous les sujets.
*vs J1, $ vs ancestral (p<0,05).

Tableau 23. Analyse ANOVA des polymorphismes génétiques (SNP) en interaction avec la durée d‘éveil
(PS) et le traitement (TRT) sur la perception de l'effort (RPE).

. . . . Eveil continu Polymorphisme | Polymorphisme Interaction 3
Eveil continu | Traitement | Polymorphisme . . . .
. X Traitement x Eveil continu X Traitement facteurs
Parametre SNPs (PS) (TRT) (SNP) (PS x TRT) (SNP x PS) (SNP x TRT) (SNP x PS x TRT)

Fuz2 (P) Fus ) Fass (B) ) Fuso (p) Fuz (p) Fuo (p)
rs1800629_TNF-a 12,28 (<0,01) 0,66 (0,42) 2,27 (0,12) 1,17 (0,28) 0,28 (0,76) 0,07 (0,80) 0,022 (0,64)
rs5751876_ADORA2A | 12,33 (<0,01) 0,68 (0,42) 1,09 (0,30) 0,92 (0,34) 0,11 (0,75) 0,96 (0,33) 0,19 (0,67)
RPE rs73598374_ADA 12,46 (<0,01) 0,75 (0,39) 0,06 (0,80) 0,90 (0,35) 0,99 (0,32) 4,80 (0,04) 0,13 (0,72)
rs4680_COMT 12,40 (<0,01) 0,67 (0,42) 1,30 (0,26) 0,92 (0,34) 0,05 (0,82) 0,28 (0,60) 0,66 (0,42)
rs228697_PER3 12,69 (<0,01) 0,66 (0,42) 0,33 (0,57) 1,08 (0,30) 2,04 (0,16) 0,01 (0,93) 0,31 (0,58)

En gras (p<0,05)

119




=

Nombre de franchissements

160
140
120
100
80
60
40
20

V.3.f. Performances de conduite sur simulateur

Nous observons un effet significatif de la durée d'éveil (p<0,01) et du traitement (p<0,01) pour
le nombre de franchissements inappropriés de lignes latérales et la déviation standard de la position,
sans interaction des deux (Tableau 24). Le nombre de franchissements inappropriés de lignes latérales
est significativement plus élevé dans les deux conditions (placebo et caféine) a J2 (21-h d'éveil continu)
par rapport a J1 (15-h d'éveil continu). De plus, ce franchissement inapproprié est significativement
moins élevé en condition caféine par rapport a la condition placebo a J1 et J2 (Figure 37 A). La déviation
standard de la position est significativement plus élevée dans les deux conditions (placebo et caféine) a
J2 (21-h d'éveil continu) par rapport a J1 (15-h d'éveil continu). De plus, la déviation standard de la
position est significativement moins élevée en condition caféine par rapport a la condition placebo a J1

et J2 (Figure 37 B).

Nombre de franchissement OPBO  (B) Déviation standard OPBO
mCAF 80 7 W CAF
70 A
E 60 1 .
* T 50 A T
3
# s 407
* S 30 - #
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& 20 A
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(22:00) (04:00) (22:00) (04:00)
Durée d'éveil continu (h) Durée d'éveil continu (h)
(heure de la journée) (heure de la journée)

Figure 37. Nombre de franchissements inappropriés de lignes latérales (A) et la déviation standard de
la position (B) lors de la conduite sur simulateur a8 15-h d'éveil continu (a /1) et 21-h d'éveil continu (J2)
en condition placebo (PBO) et caféine (CAF). *vs J1, # vs PBO (p<0,05).

Nombre de franchissements inappropriés de lignes latérales

Nous observons un effet significatif du polymorphisme de PER3 seul (p=0,01) sur le nombre de
franchissements inappropriés de lignes latérales (p=0,01) en interaction avec la durée d'éveil (p=0,04)
(Tableau 24). Dans les deux conditions, les porteurs du génotype C/C effectuent plus de franchissements

a J2 (21-h d'éveil continu) par rapport a J1 (15-h d'éveil continu) (Figure 38).
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Figure 38. Nombre de franchissements inappropriés de lignes latérales lors de la conduite sur simulateur
a 15-h d'éveil continu (J1) et 21-h d'éveil continu (J2) en condition placebo (PBO) et caféine (CAF) en
fonction du polymorphisme génétique PER3. * vsJ1 (p<0,05).

Déviation standard

Nous observons un effet significatif du polymorphisme d'ADA en interaction avec la durée
d'éveil (p=0,04) et un effet significatif du polymorphisme de PER3 seul (p=0,02) et en interaction avec la
durée d'éveil (p<0,01) sur la déviation standard de la position (Tableau 24). Dans les deux conditions, les
porteurs du génotype C/C d’ADA effectuent une plus grande déviation standard de la position a J2 (21-
h d'éveil continu) par rapport a J1 (15-h d'éveil continu) (Figure 39 A). Pour le polymorphisme de PER3,
les deux génotypes (C/C et C/G) ont un effet de la durée d'éveil avec une augmentation de la déviation

standard a J2 par rapport a J1 dans les deux condition (PBO et CAF) (Figure 39 B).
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Figure 39. Déviation standard de la position lors de la conduite sur simulateur a 15-h d'éveil continu
(1) et 21-h d‘éveil continu (J2) en condition placebo (PBO) et caféine (CAF) en fonction des
polymorphismes génétiques d’ADA (A) et de PER3 (B). *vs JI (p<0,05).

Tableau 24. Analyse ANOVA des polymorphismes génétiques (SNP) en interaction avec la durée d’éveil
(PS) et le traitement (TRT) sur les parameétres de conduite sur simulateur (Nombre de franchissements et

mc/C

BmC/G

déviation standard).

N . . . Interaction
R Eveil continu Traitement Polymorphisme Eveil Fontmu Polyn'!orphlfme Polym?rphlsme 3 facteurs
Paramétres de SNP PS TRT SNP) x Traitement x Eveil continu x Traitement (PS x TRT

conduite s (PS) (TRT) ( (PS x TRT) (SNP x PS) (SNP x TRT)

F1.74 (p) F135 (p) F1,37 (p) SNP)
F1.36 (P) F180 () F1.72 (p)
Fi72 (p)
rs1800629_TNF-a 46,39 (<0,01) | 23,10 (<0,01) 0,84 (0,44) 3,33 (0,07) 0,82 (0,44) 0,00 (0,99) 0,06 (0,80)
rs5751876_ADORA2A | 46,02 (<0,01) | 23,56 (<0,01) 0,71 (0,41) 3,27 (0,08) 0,13 (0,72) 0,71 (0,40) 0,01 (0,93)
Nombre de rs73598374_ADA 47,56 (<0,01) | 23,10 (<0,01) 1,83 (0,18) 3,28 (0,07) 2,66 (0,11) 0,00 (0,96) 0,06 (0,80)
franchissements
rs4680_COMT 48,12 (<0,01) | 23,27 (<0,01) 2,31(0,14) 3,58 (0,06) 3,36 (0,07) 0,27 (0,61) 0,01 (0,94)
rs228697_PER3 49,37 (<0,01) | 23,38 (<0,01) 6,66 (0,01) 3,19 (0,08) 4,63 (0,04) 0,44 (0,51) 1,24 (0,27)
rs1800629_TNF-a 84,33 (<0,01) | 18,69 (<0,01) 0,68 (0,51) 0,51 (0,48) 1,43 (0,25) 0,04 (0,85) 0,22 (0,64)
vingi rs5751876_ADORA2A | 82,10 (<0,01) | 18,80 (<0,01) 1,93 (0,17) 0,32 (0,57) 0,11 (0,74) 0,2 (0,66) 0,14 (0,71)
Déviation
standard de la rs73598374_ADA 86,43 (<0,01) | 18,70 (<0,01) 2,22 (0,14) 0,30 (0,59) 4,18 (0,04) 0,00 (0,96) 0,02 (0,89)
position rs4680_COMT 85,18 (<0,01) | 18,68 (<0,01) 1,39 (0,25) 0,39 (0,54) 2,90 (0,09) 0,02 (0,90) 0,09 (0,76)
rs228697_PER3 91,56 (<0,01) | 18,67 (<0,01) 6,16 (0,02) 0,24 (0,63) 7,80 (<0,01) 0,01 (0,94) 1,13 (0,30)
En gras (p<0,05)

V.3.g. Performances au tir

Nous observons un effet significatif de la durée d’éveil (p<0,05), du traitement (p<0,05) et de

leur interaction (p<0,01) sur le nombre de tirs réussis (20 tirs au total) (Tableau 25). A J2 (22-h d'éveil
continu), le nombre de tirs réussis était plus élevé dans la condition caféine que dans la condition
placebo (Figure 40 A). Nous observons un effet significatif du polymorphisme de COMT en interaction
avec le traitement (p<0,01) et un effet significatif du polymorphisme de PER3 en interaction avec la

durée d'éveil (p=0,05) (Tableau 25). Pour le polymorphisme de COMT, les porteurs du génotypes G/G
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effectuent plus de tirs réussis en condition caféine a J2 (22-h d'éveil continu) par rapport a la condition

placebo (Figure 40 B). Pour le polymorphisme de PER3, les post-hocs n‘ont pas atteint la significativité

(Figure non présentée).

(A) Nombre de tirs réussis OPBO (B) rs4680_COMT BG/G
20 ~ 20 A #
W CAF B G/A-A/A
18 A 18 -
2 “
4] a
2 16 3 16 -
814 1 3 14 A
o o
8 Q
E 12 - § 12 1
=z z
10 - 10 -
16 22 PBO CAF PBO CAF
(23:00) (04:00)
Durée d'éveil continu (h) 16
(heure de la journée) Durée d'éveil continu
Figure 40. Nombre de tirs réussis a 16-h d‘éveil continu (J1) et 22-h d'éveil continu (J2) en condition
placebo (PBO) et caféine (CAF) (A) et en fonction du polymorphisme de COMT (B). # vs PBO (p<0,05).
Tableau 25. Analyse ANOVA des polymorphismes génétiques (SNP) en interaction avec la durée d‘éveil
(PS) et le traitement (TRT) sur le nombre de tirs réussis.
Interaction 3
Eveil . . Eveil continu | Polymorphisme | Polymorphisme
Paramétre SNP continu Tral:—:r;\ent PonmSoNr;F))Msme x Traitement x Eveil continu x Traitement (;gd?rtpl{?
de tir s (PS) F( ()) F( ()) (PS x TRT) (SNP x PS) (SNP x TRT) SXNP) X
Fuze (P) 1as (P 17 (P Fs (P) Fiso (P) Fuz (P)
F172 (p)
rs1800629_TNF-o 3,99 (0,05) | 4,47 (0,04) 0,10 (0,91) 8,41 (<0,01) 1,03 (0,36) 2,56 (0,12) 0,01 (0,91)
Nombre de | "s5751876_ADORA2A | 4,13 (0,05) | 4,30 (0,05) 0,28 (0,60) 9,83 (<0,01) 0,81 (0,37) 1,06 (0,31) 1,97 (0,16)
tirs réussis rs73598374_ADA 4,06 (0,05) | 4,17 (0,05) 3,49 (0,07) 9,44 (<0,01) 1,47 (0,23) 0,04 (0,85) 0,20 (0,66)
rs4680_COMT 4,06 (0,05) | 5,06 (0,03) 0.25 (0,62) 9,48 (<0,01) 0,62 (0,43) 7,48 (<0,01) 0,96 (0,33)
rs228697_PER3 4,23 (0,04) | 4,29 (0,05) 0,43 (0,52) 10,56 (<0,01) 4,03 (0,05) 1,04 (0,31) 0,09 (0,77)
En gras (p<0,05)

V.3.h. Effets secondaires

Effets indésirables (EVA) :

Nous observons un effet significatif de la durée d'éveil pour les nausées et les douleurs

intestinales (p<0,01), un effet significatif du traitement pour les maux de téte (p=0,02) et une interaction

entre la durée d'éveil et le traitement pour la fatigue (p<0,01) (Tableau 26). En condition caféine,

I'intensité des maux de téte était moins élevée, particulierement a 20-h (03 :15 a J2) et 32-h d'éveil

continu (15 :15 a J2) par rapport a la condition placebo (Figure 41 A). Pour les nausées et les maux
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d'estomac, la durée d'éveil augmente la sensation de nausées et de douleurs a I'estomac, cependant les

post-hocs n'ont pas atteint la significativité (Figure 341 B et C). Au niveau de la fatigue, en condition

placebo, la sensation de fatigue augmente avec la durée d'éveil par rapport a 2-h d'éveil continu (09 :15

a J1) particulierement entre 20-h et 32-h d'éveil continu (03 :15, 09 :15 et 15 :15 a J2) (Figure 41 D).
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Figure 41. Moyennes des scores en EVA évalués toutes les 6-h pendant 38-h d'éveil continu en condition
placebo (PBO) et caféine (CAF) sur les maux de téte (A), les nausées (B), les douleurs intestinales (C), et

la fatigue (D).

*vs 2-h d'éveil continu (09 :15 a J1), # vs PBO (p<0,05).
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Nausées

Un effet significatif est observé pour le polymorphisme d’ADORA2A seul (p=0,03) et en
interaction avec la durée d'éveil (p<0,01) (Tableau 26). Les porteurs du génotype C/C semblent avoir une
augmentation des nausées par rapport aux porteurs de l'allele T pendant I'augmentation de la durée

d’éveil, cependant les post-hoc n'atteignent pas le significativités (p>0,05) (Figure 42).
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Figure 42. Moyennes des scores en EVA pour les nausées évaluées toutes les 6-h pendant 38-h d’éveil
continu en condition placebo (PBO) et caféine (CAF) pour le polymorphisme d’ADORAZA.

Maux d’estomac

Un effet significatif a été observé pour le polymorphisme de COMT en interaction avec le
traitement (p=0,03) (Tableau 26). Nous observons que les porteurs du génotype G/G semblent avoir des
maux d'estomac plus importants en condition caféine qu’en placebo, cependant les post-hocs n‘ont pas

atteint la significativité (p>0,05) (figure non représentée).
Fatigue

Un effet significatif a été observé pour le polymorphisme de PER3 en interaction avec le
traitement (p=0,04) (Tableau 26). En condition caféine, les porteurs du génotype C/C ont un ressenti
plus élevée de la fatigue que les porteurs de l'alléle G, a 2-h, 8-h et 14-h d'éveil continu (09 :15, 15 :15

et 21 :15 a J1) (Figure 43).
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Figure 43. Moyennes des scores en EVA pour la fatigue évaluée toutes les 6-h pendant 38-h d’éveil
continu en condition placebo (PBO) et caféine (CAF) pour le polymorphisme de PER3. $ vs génotype
(p<0,05).

Tableau 26. Analyse ANOVA des polymorphismes génétiques (SNP) en interaction avec la durée d'éveil
(PS) et le traitement (TRT) sur 4 symptémes spécifiques (Maux de téte nausée, maux d’estomac et
fatigue) évalués par échelle visuelle analogique (EVA)

. . . . Eveil continu | Polymorphisme | Polymorphisme Interaction
Paramétres Eveil continu Traitement Polymorphisme . . . . 3 facteurs
Effets SNPs PS) (TRT) (SNP) x Traitement x Eveil continu x Traitement (PS x TRT x
. (PS x TRT) (SNP x PS) (SNP x TRT)
secondaires F174 (p) F13s (P) F137 (P) Fise ( SNP)
1,36 (P) F1.80 (P) F172 (p) Fin (
172 (P)
rs1800629 TNF-« 1,09 (0,37) 5,71 (0,02) 0,50 (0,49) 1,52 (0,18) 0,23 (0,95) 2,08 (0,16) 0,58 (0,72)
Maux de rs5751876_ADORA2A 1,12 (0,35) 5,54 (0,02) 0,14 (0,71) 1,54 (0,18) 2,16 (0,06) 0,95 (0,34) 0,64 (0,67)
téte rs73598374_ADA 1,10 (0,36) 5,41 (0,03) 0,64 (0,43) 1,54 (0,18) 0,71 (0,62) 0,09 (0,77) 0,85 (0,52)
rs4680_COMT 1,10 (0,36) 5,83 (0,02) 0,76 (0,39) 1,58 (0,16) 0,88 (0,50) 2,84 (0,10) 1,02 (0,40)
rs228697_PER3 1,09 (0,37) 5,56 (0,02) 0,05 (0,83) 1,52 (0,18) 0,59 (0,71) 1,07 (0,31) 0,40 (0,85)
rs1800629_TNF-a 4,21 (<0,01) 0,05 (0,82) 0,06 (0,81) 0,24 (0,95) 0,38 (0,86) 0,00 (0,97) 1,12 (0,35)
rs5751876_ADORA2A 4,34 (<0,01) 0,05 (0,82) 5,15 (0,03) 0,27 (0,93) 3,16 (<0,01) 0,29 (0,59) 0,72 (0,61)
Nausée rs73598374_ADA 4,31 (<0,01) 0,05 (0,82) 0,10 (0,75) 0,25 (0,94) 2,16 (0,06) 0,76 (0,39) 1,20 (0,31)
rs4680_COMT 4,20 (<0,01) 0,05 (0,82) 1,62 (0,21) 0,23 (0,95) 1,06 (0,38) 0,13 (0,72) 0,35 (0,88)
rs228697_PER3 4,17 (<0,01) 0,05 (0,82) 2,74 (0,11) 0,23 (0,95) 0,77 (0,57) 0,10 (0,76) 0,04 (1,00)
rs1800629_TNF-a 6,28 (<0,01) 1,76 (0,19) 1,47 (0,23) 0,18 (0,97) 0,07 (1,00) 0,32 (0,58) 0,33 (0,90)
Maux rs5751876_ADORA2A 6,43 (<0,01) 1,74 (0,20) 0,00 (0,98) 0,17 (0,97) 1,62 (0,15) 0,00 (0,99) 0,58 (0,72)
drestomac rs73598374_ADA 6,53 (<0,01) 1,80 (0,19) 0,25 (0,62) 0,19 (0,97) 1,58 (0,17) 1,16 (0,29) 1,73 (0,13)
rs4680_COMT 6,46 (<0,01) 2,01(0,17) 0,89 (0,35) 0,20 (0,96) 0,60 (0,70) 5,33 (0,03) 1,86 (0,10)
rs228697 PER3 6,34 (<0,01) 1,75 (0,20) 1,70 (0,20) 0,18 (0,97) 0,66 (0,65) 0,03 (0,85) 0,42 (0,84)
rs1800629_TNF-« 126,19 (<0,01) | 10,97 (<0,01) 0,08 (0,77) 1,23(0,29) 0,65 (0,66) 0,01(0,92) 0,69 (0,63)
rs5751876_ADORA2A | 128,02 (<0,01) | 11,47 (<0,01) 0,43 (0,52) 1,21 (0,30) 1,44 (0,21) 1,61 (0,21) 1,03 (0,40)
Fatigue rs73598374_ADA 126,76 (<0,01) | 10,99 (<0,01) 0,63 (0,43) 1,24 (0,29) 1,38 (0,23) 0,06 (0,81) 0,31 (0,91)
rs4680_COMT 127,26 (<0,01) | 10,97 (<0,01) 0,11 (0,74) 1,27 (0,27) 0,23 (0,95) 0,01 (0,94) 1,72 (0,13)
rs228697_PER3 126,16 (<0,01) | 12,34 (<0,01) 2,00 (0,17) 1,24 (0,29) 0,21 (0,96) 4,38 (0,04) 1,11 (0,35)
En gras (p<0,05)
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Somnolence subjective (KSS)

Nous observons un effet significatif de la durée d'éveil et du traitement sur le score au KSS pour
les 5 polymorphismes génétiques (p<0,01) mais aucun effet des polymorphismes n'a été observé
(Tableau 27). En comparaison avec 2-h d'éveil continu, le score au KSS était significativement plus élevé
dans la condition placebo a 20-h, 26-h et 32-h d'éveil continu (Figure 44 A). Aucun post-hoc n'a montré

de significativité en fonction du traitement.

Nous observons une interaction significative entre le polymorphisme d’ADA et la durée d'éveil
(p=0,03) (Tableau 27). Pour le polymorphisme d’ADA, en condition placebo, les porteurs du génotype
C/C ont un score de somnolence plus élevé que les porteurs du génotype C/G a 14-h, 20-h et 26-h

d'éveil continu (Figure 44 B).
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Figure 44. Moyennes des scores de somnolence subjective (Karolinska subjective sleepiness - KSS)
évalués toutes les 6-h pendant 38-h d'éveil continu en condition placebo (PBO) et caféine (CAF) (A) et
en fonction du polymorphisme de d’ADA (B). La caféine était consommée 45-min avant le PVT de 09 :15 et 15
53 J/1et)2 *vs /1 $ vs génotypes (p<005).
Tableau 27. Analyse ANOVA des polymorphismes génétiques (SNP) en interaction avec la durée d‘éveil
(PS) et le traitement (TRT) sur le score de I'échelle de somnolence Karolinska (KSS).
Eveil & Pol hi Pol hi Interaction
R Eveil continu Traitement Polymorphisme vel Fon fnu ° ym.orp |s'me ° ym?rp fsme 3 facteurs
Parameétre SNPs S) (TRT) (SNP) X Traitement x Eveil continu x Traitement (PS x TRT x
KSS (PS x TRT) (SNP x PS) (SNP x TRT)
F1.74 (p) F135 (P) F137 (p) SNP)
F136 (P) F180 (P) F172 (p)
F172 (p)
rs1800629_TNF-a 215,65 (<0,01) 8,45 (<0,01) 0,25 (0,62) 0,94 (0,33) 1,89 (0,35) 0,75(0,39) 0,48 (0,49)
rs5751876_ADORA2A | 216,57 (<0,01) | 8,45 (<0,01) 0,40 (0,53) 0,87 (0,35) 2,83 (0,09) 0,76 (0,39) 0,24 (0,62)
KSS score rs73598374_ADA 217,67 (<0,01) | 9,13 (<0,01) 2,44 (0,13) 0,89 (0,35) 4,62 (0,03) 3,66 (0,06) 0,39 (0,53)
rs4680_COMT 215,95 (<0,01) | 8,36 (<0,01) 0,02 (0,89) 0,98 (0,32) 041 (0,52) 0,38 (0,54) 1,45 (0,23)
1s228697_PER3 216,95 (<0,01) | 8,67 (<0,01) 2,18 (0,15) 0,94 (0,33) 0,02 (0,90) 1,70 (0,20) 3,67 (0,06)

En gras (p<0,05)
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Parameétres cardio-vasculaires :
Fréquence cardiaque

Nous observons un effet significatif de la durée d'éveil sur la fréquence cardiaque (p<0,01) mais
pas d'effet traitement ni d’interaction (Tableau 28). La fréquence cardiaque semble plus élevée apres la
privation de sommeil quand elle est comparée aux mémes heures dans la condition placebo (2-h vs 26-
h ou 8-h vs 32-h d'éveil continu) cependant, les post-hocs n‘ont pas atteint la significativité (p>0.05).
Une interaction significative a été observée entre le polymorphisme de TNF-a et le traitement (p<0,01)

(Tableau 28). Cependant, aucun post-hoc n'a atteint la significativité (figure non représentée).
Pression diastolique

Nous observons un effet significatif de la durée d'éveil et du traitement sur la pression
diastolique (p<0,01) (Tableau 28). La diastolique augmente significativement en condition caféine par
rapport a la condition placebo particulierement a 2-h, 8-h et 14-h d’éveil continu (09 :15, 15 :15 et 21 :15
a J1) et elle semble augmenter aprés la privation de sommeil, cependant aucun post-hoc sur la durée
déveil n'a atteint la significativité (Figure 45). Un effet significatif du polymorphisme a été observé
(p=0,05) (Tableau 28). Pour le polymorphisme de TNF-a, nous observons, en condition placebo, que les
porteurs de |'alléle A ont une pression diastolique plus élevée que les porteurs du génotype G/G a 14-h
(21:15 aJ1) et 26-h (09 :15 a J2) d’éveil continu (Figure 46 A), ainsi qu'a 32-h (15 :15 a J2) d'éveil continu

en condition caféine (Figure 46 B).
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Figure 45. Pression diastolique évaluée toutes les 6-h pendant 38-h d'éveil continu en condition placebo
(PBO) et caféine (CAF). # vs traitements (p<0,05).
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Figure 46. Pression diastolique évaluée toutes les 6-h pendant 38-h d'éveil continu en fonction du
polymorphisme de TNF-a en condition placebo (PBO) (A) et caféine (CAF) (B). $ vs génotypes (p<0,05).
Pression systolique
Nous observons un effet significatif de la durée d'éveil et du traitement sur la pression systolique
(p<0,01) (Tableau 28). La durée d'éveil continu et la condition caféine semblent augmenter la pression
systolique quand elle est comparée aux mémes heures et a la condition placebo (2-h vs 26-h ou 8-h vs
32-h d'éveil continu) cependant, les post-hocs n'ont pas atteint la significativité (p>0,05).
Tableau 28. Analyse ANOVA des polymorphismes génétiques (SNP) en interaction avec la durée d’éveil
(PS) et le traitement (TRT) sur les paramétres cardio-vasculaires (fréquence cardiaque, pressions
diastolique et systolique).
Polvmorohism Eveil Polymorphism Polvmorbhism Interaction
Paramétres Eveil continu Traitement olymorphis continu x e x Eveil °¥I' ?tp s " 3 facteurs
Effets SNPs (PS) (TRT) s:w Traitement continu € "SN';' eT';:f" (PS x TRT x
secondaires F1,74 (p) F135 (p) F( ()) (PS x TRT) (SNP x PS) ( E X( ) ) SNP)
17 P F136 (P) F10 (P) 172 (P F172 (p)
rs1800629_TNF-a 39,96 (<0,01) 0,80 (0,38) 0,16 (0,69) 0,59 (0,71) 0,48 (0,79) 9,23 (<0,01) | 1,11(036)
Fré rs5751876_ADORA2A | 40,89 (<0,01) 0,63 (0,43) 0,02 (0,90) 0,56 (0,73) 2,20 (0,06) 0,29 (0,59) 1,20 (0,31)
e rs73598374_ADA 40,20 (<0,01) 0,63 (043) 1,11 (0,30) 0,56 (0,73) 173 (0,13) 0,01 (0.91) 0,35 (0,88)
q rs4680_COMT 40,16 (<0,01) 0,65 (0,43) 0,00 (1,00 0,59 (0,71) 0,66 (0,66) 1,12 (0,30) 1,31(0,26)
rs228697_PER3 40,40 (<0,01) 0,63 (0,43) 0,33 (0,79) 0,60 (0,70) 1,50 (0,19) 0,01 (0,92) 0,92 (0,47)
rs1800629_TNF-a 6,41 (<0,01) 17,29 (<0,01) 4,20 (0,05) 0,88 (0,50) 1,58 (0,17) 0,48 (0,49) 0,76 (0,58)
Pression | Ts5751876_.ADORA2A | 6,38 (<0,01) | 17,08 (<0,01) 0,80 (0,38) 0,92 (0,47) 1,37 (0.24) 0,06 (0,80) 0,59 (0,70)
diastolique rs73598374 ADA 6,40 (<0,01) | 18,64 (<0,01) 0,75 (0,39) 0,88 (0,50) 1,17 (0,32) 3,16 (0,08) 1,05 (0,39)
9 rs4680_COMT 6,34 (<0,01) | 17,05 (<0,01) 1,13 (0,30) 0,91 (0,47) 0,42 (0,84) 0,00 (0,99) 1,07 (037)
rs228697_PER3 6,37 (<0,01) | 17,23 (<0,01) 1,34 (0,25) 0,88 (0,50) 0,49 (0,78) 0,35 (0,56) 1,46 (0,20)
rs1800629_TNF-a 5,60 (<0,01) | 11,49 (<0,01) 1,24 (0.27) 1,67 (0,14) 1,66 (0,14) 0,09 (0,77) 0,34 (0,89)
Pression | TSS751876.ADORA2A | 5,67 (<0,01) | 11,78 (<0,01) 0,73 (0,40) 177 (0,12) 1,54 (0,18) 0,95 (0,34) 1,22 (0.30)
svstolique rs73598374_ADA 5.61(<0,01) | 11,76 (<0,01) 0,49 (0,49) 1,70 (0,13) 0,84 (0,52) 0,88 (0,35) 1,22 (0:30)
ystollq rs4680_COMT 5,58 (<0,01) | 11,74 (<0,01) 0,27 (0,60) 1,71 (0,13) 0,85 (0,52) 0,84 (0,37) 0,71 (0,62)
rs228697_PER3 5,68 (<0,01) | 11,54 (<0,01) 1,40 (0,24) 1,64 (0,15) 1,37 (0.24) 0,23 (0,63) 177 (012)
En gras (p<0,05)
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V.3.i. Paramétres du sommeil

Nous observons un effet significatif de de la nuit (NT) sur le temps total de sommeil (TST),
I'efficacité du sommeil (SEI), sur la latence d'endormissement (SOL), le temps passé en stade 1 (N1), en
stade 3 (N3) et en REM (p<0,05). Nous observons également un effet traitement (TRT) sur le temps total
de sommeil (TST) et sur le temps d'éveil aprés endormissement (WASO) (p<0,05) et une interaction nuit
x traitement (NT x TRT) sur le temps passé en stade 3 (N3) (p<0,02) (Tableau 29). Aucun effet significatif
n'a été observé sur le temps passé en stade 2 (N2). Malheureusement, suite a une perte de nombreuses

données du bandeau Dreem ®, uniquement 21 sujets ont été exploités pour réaliser les tests statistiques.

Le temps total de sommeil est significativement augmenté lors de la nuit de récupération (N
REC) par rapport a la nuit normale (NO) dans les deux conditions, mais le temps total de sommeil était

significativement plus long en condition placebo qu’en condition caféine (Figure 47 A).

Le temps d'éveil apres endormissement est significativement plus élevé lors de la nuit de

récupération (N REC) en condition caféine qu'en condition placebo (Figure 47 B)

L'efficacité du sommeil est significativement plus élevée lors de la nuit de récupération (N REC)

par rapport a la nuit normale (NO) dans les deux conditions (Figure 47 C).

La latence d’endormissement était significativement plus courte en N REC par rapport a la NO

dans les deux conditions (Figure 47 D)

Le temps passé en stade 1 était significativement plus faible en N REC par rapport a NO dans les

deux conditions (Figure 47 E).

Le temps passé en stade 3 était significativement plus élevé en N REC par rapport a NO dans les
deux conditions, cependant, le temps passé en stade 3 en N REC était plus élevé dans la condition

placebo que dans la condition caféine (Figure 47 F).

Sur le temps passé en REM, les post-hocs n‘ont pas atteint la significativité.

Nous observons une interaction significative entre le polymorphisme de COMT et le traitement
sur |'efficacité du sommeil et la latence d’endormissement, ainsi qu’entre le polymorphisme de PER3 et
le traitement sur le temps passé en REM (Tableau 29). Cependant, aucun post-hocs n'a atteint la

significativité.
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Tableau 29. Analyse ANOVA des polymorphismes génétiques (SNP) en interaction avec la durée d‘éveil
(PS) et le traitement (TRT) sur les paramétres du sommell.

. ) Polymorphism Nuits x Nuits x . Traitemen.t X Interaction
Paramétres Nuits Traitement e Traitement Polymorphis Polymorphism 3 facteurs
Sommeil SNPs NT TRT SNP NT x TRT me e (SNP x NT

F174 () Fi3s () Fro (0) Fro (0) NT x SNP TRT x SNP x TRT)

' ' F10 (P) F172 (p) F1.72 (p)
rs1800629_TNF-a 169,30 (<0,01) | 14,89 (<0,01) 0,09 (0,77) 0,73 (0,40) 1,18 (0,28) 3,36 (0,08) 0,21 (0,65)
rs5751876_ADORA2A | 164,40 (<0,01) | 14,20 (<0,01) 0,00 (0,95) 0,71 (0,41) 0,23 (0,63) 2,32 (0,14) 0,02 (0,89)
TST rs73598374_ADA 166,18 (<0,01) | 14,07 (<0,01) 0,21 (0,65) 0,72 (0,40) 0,62 (0,44) 2,12 (0,16) 0,05 (0,83)
rs4680_COMT 164,90 (<0,01) | 14,77 (<0,01) 0,86 (0,36) 0,73 (0,40) 1,53 (0,22) 3,17 (0,09) 0,01 (0,94)
rs228697_PER3 174,86 (<0,01) | 12,70 (<0,01) 1,12 (0,30) 0,75 (0,39) 2,41 (0,13) 0,00 (0,95) 0,27 (0,61)
rs1800629 TNF-a 0,61 (0,44) 7,92 (0,01) 1,77 (0,20) 0,34 (0,56) 1,55 (0,22) 0,30 (0,59) 2,05 (0,16)
rs5751876_ADORA2A 0,57 (0,46) 8,08 (0,01) 0,03 (0,86) 0,32 (0,58) 0,00 (0,99) 0,70 (0,41) 0,43 (0,52)
WASO rs73598374_ADA 0,61 (0,44) 8,53 (0,01) 0,88 (0,36) 0,34 (0,56) 2,76 (0,10) 1,79 (0,20) 0,82 (0,37)
rs4680_COMT 0,57 (0,46) 8,08 (0,01) 0,05 (0,83) 0,32 (0,58) 0,36 (0,55) 0,70 (0,41) 0,19 (0,66)
rs228697_PER3 0,57 (0,45) 8,06 (0,01) 2,29 (0,15) 0,32 (0,57) 0,00 (0,97) 0,63 (0,44) 0,87 (0,36)
rs1800629_TNF-« 18,46 (<0,01) 0,01 (0,94) 1,70 (0,21) 0,60 (0,44) 1,93 (0,17) 0,61 (0,45) 1,21 (0,28)
rs5751876_ADORA2A | 19,81 (<0,01) 0,01 (0,94) 1,02 (0,32) 0,65 (0,43) 2,12 (0,15) 1,45 (0,24) 4,05 (0,06)
SEI rs73598374_ADA 17,51 (<0,01) 0,01 (0,94) 0,79 (0,38) 0,57 (0,45) 0,49 (0,49) 0,41 (0,53) 0,55 (0,46)
rs4680_COMT 18,85 (<0,01) 0,01 (0,91) 0,32 (0,58) 0,62 (0,44) 0,02 (0,88) 18,60 (<0,01) 3,99 (0,06)
rs228697_PER3 17,50 (<0,01) 0,01 (0,94) 0,12 (0,73) 0,57 (0,45) 0,03 (0,87) 0,06 (0,80) 0,98 (0,33)
rs1800629_TNF-a 12,99 (<0,01) 0,06 (0,81) 1,80 (0,20) 0,58 (0,45) 1,48 (0,23) 0,94 (0,34) 0,87 (0,36)
rs5751876_ADORA2A | 14,18 (<0,01) 0,06 (0,81) 0,90 (0,36) 0,64 (0,43) 2,60 (0,11) 1,53 (0,23) 3,45 (0,07)
soL rs73598374_ADA 12,50 (<0,01) 0,06 (0,81) 0,79 (0,39) 0,56 (0,46) 0,19 (0,67) 0,05 (0,82) 0,63 (0,43)
rs4680_COMT 13,33 (<0,01) 0,10 (0,75) 0,52 (0,48) 0,60 (0,44) 0,01 (0,92) 16,20 (<0,01) 3,40 (0,07)
rs228697_PER3 12,52 (<0,01) 0,06 (0,81) 0,22 (0,65) 0,56 (0,46) 0,08 (0,77) 0,04 (0,85) 0,80 (0,38)
rs1800629_TNF-a 14,57 (<0,01) 0,01 (0,91) 0,27 (0,61) 0,48 (0,49) 1,22 (0,28) 1,53 (0,23) 0,13 (0,72)
rs5751876_ADORA2A | 15,13 (<0,01) 0,02 (0,90) 0,70 (0,42) 0,50 (0,48) 1,69 (0,20) 4,56 (0,46) 1,19 (0,28)
N1 rs73598374_ADA 14,07 (<0,01) 0,01 (0,91) 0,09 (0,76) 0,47 (0,50) 0,02 (0,89) 0,12 (0,73) 0,00 (0,99)
rs4680_COMT 15,14 (<0,01) 0,01 (0,91) 2,01 (0,17) 0,50 (0,48) 2,87 (0,10) 0,18 (0,68) 0,04 (0,84)
rs228697_PER3 15,02 (<0,01) 0,01 (0,91) 2,17 (0,16) 0,50 (0,48) 2,50 (0,12) 0,00 (0,96) 0,08 (0,77)
rs1800629 TNF-a 2,46 (0,13) 0,08 (0,79) 0,00 (0,95) 2,70 (0,11) 0,00 (0,96) 2,91 (0,10) 0,66 (0,42)
rs5751876_ADORA2A 2,46 (0,13) 0,07 (0,80) 0,04 (0,85) 2,70 (0,11) 0,43 (0,52) 0,01 (0,93) 0,24 (0,63)
N2 rs73598374_ADA 2,45 (0,13) 0,07 (0,80) 1,33 (0,26) 2,70 (0,11) 0,38 (0,54) 0,49 (0,49) 0,19 (0,67)
rs4680_COMT 2,47 (0,12) 0,07 (0,80) 1,82 (0,19) 2,72 (0,11) 0,83 (0,37) 0,00 (0,99) 0,10 (0,76)
rs228697_PER3 2,49 (0,12) 0,08 (0,79) 0,02 (0,89) 2,73 (0,11) 0,20 (0,66) 3,12 (0,09) 0,93 (0,34)
rs1800629_TNF-a 64,30 (<0,01) 2,45 (0,13) 0,42 (0,52) 9,66 (<0,01) 0,82 (0,37) 0,07 (0,80) 0,19 (0,67)
rs5751876_ADORA2A | 63,88 (<0,01) 2,49 (0,13) 0,02 (0,89) 9,60 (<0,01) 0,72 (0,40) 0,38 (0,54) 0,04 (0,85)
N3 rs73598374_ADA 69,67 (<0,01) 2,57 (0,13) 0,34 (0,57) 10,47 (<0,01) 3,11 (0,09) 1,02 (0,33) 1,16 (0,29,)
rs4680_COMT 63,75 (<0,01) 2,45 (0,13) 2,86 (0,11) 9,58 (<0,01) 0,66 (0,42) 0,11 (0,75) 0,01 (0,92)
rs228697_PER3 68,18 (<0,01) 2,51 (0,13) 0,00 (0,97) 10,24 (<0,01) 1,60 (0,21) 0,55 (0,47) 1,76 (0,19)
rs1800629_TNF-a 4,79 (0,03) 0,16 (0,69) 0,59 (0,45) 0,11 (0,74) 0,03 (0,87) 0,17 (0,68) 0,79 (0,38)
rs5751876_ADORA2A 4,74 (0,04) 0,16 (0,70) 0,03 (0,87) 0,11 (0,74) 0,01 (0,92) 0,07 (0,79) 0,46 (0,50)
REM rs73598374_ADA 4,84 (0,03) 0,16 (0,69) 0,14 (0,72) 0,12 (0,74) 1,08 (0,30) 0,33 (0,57) 0,14 (0,71)
rs4680_COMT 4,73 (0,04) 0,17 (0,68) 0,23 (0,64) 0,11 (0,74) 0,29 (0,59) 1,47 (0,24) 0,11 (0,74)
rs228697_PER3 4,99 (0,03) 0,20 (0,66) 0,19 (0,67) 0,12 (0,73) 2,40 (0,13) 5,53 (0,03) 0,04 (0,84)

En gras (p<0,05)
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V.4. Discussion

Les résultats principaux de cette étude montrent (i) une dégradation des performances induites
par la privation totale de sommeil, (ii) un effet de la caféine qui permet de limiter cette dégradation des
performances et plus particulierement des performances cognitives, des performances de conduite et
de tir, (iii) des polymorphismes génétiques de TNF-a, ADORA2A, ADA, COMT et PER3 impliqués dans la

réponse a la privation totale de sommeil et/ou des effets de la caféine.

V.4.a. Effet de la privation de sommeil

Comme attendu, nos résultats ont montré un effet majeur de la privation de sommeil sur les
différents paramétres évalués dans cette étude, bien que I'effet de la privation de sommeil sur les

performances physiques reste trés limité.

Attention soutenue

Nos résultats ont montré une dégradation des performances de I'attention soutenue liée a la
privation totale de sommeil, montrant l'influence du processus homéostasique du sommeil qui
augmente au cours de la période d'éveil (Doran et al.,, 2001). Cette dégradation des performances est
illustrée par une augmentation du nombre de lapses et une diminution de la vitesse sur le PVT évaluant

I'attention soutenue (Arnal et al,, 2015 ; Sauvet et al., 2020).

Performances physiques

Dans cette étude, aucune différence significative n'a été observée apres la privation totale de
sommeil que ce soit sur les parametres évalués de la détente verticale ou pour les parametres évalués
de I'épreuve charge-vitesse. Seule une augmentation de la perception de I'effort aprés la privation totale
de sommeil a été observée. L'augmentation de la perception de I'effort semble étre I'une des raisons
probables de la dégradation des performances physiques observée dans d'autres études (Arnal et al.,
2016a). Souissi et al. (2003) ont observé que la Py, le Vo, et la Fg lors d'un test de force-vitesse ne
diminuent pas apres 24 heures d'éveil continu mais plutot aprés 36 heures (Souissi et al., 2003). Dans
notre étude, les évaluations de performances physiques étaient effectuées entre 33-h et 34-h d'éveil
continu, ce qui pourrait expliquer I'absence de nos résultats. La privation partielle de sommeil semble
dégrader la performance de la détente verticale en contre mouvement (CMJ) mais pas celle de la détente
verticale en squat (SJ), ce qui peut étre expliqué par une sensibilité plus accrue du CMJ a la fatigue

neuromusculaire par rapport au SJ (Daaloul et al., 2018). Cependant, comme pour nos résultats, toutes
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les études n'observent pas d'effet de la privation totale de sommeil sur les performances de détente

verticale (Moore et al., 2018).
Performances de conduite et de tir

Dans notre étude, des augmentations du nombre de franchissements inappropriés de ligne et
de la déviation standard de la conduite sur simulateur ont été observées, confirmant d'autres études
(Sagaspe et al,, 2008 ; Rupp et al., 2004). La conduite sur simulateur a été corrélée avec les capacités de
maintien d'éveil chez des sujets en dette chronique de sommeil (Sagaspe et al, 2007). Pour la
performance en tir, nos résultats ont montré un effet significatif de la privation de sommeil, mais les
post-hocs n‘ont pas atteint la significativité (p=0,06). Il a été décrit que la performance au tir est
dégradée mais apres 73 heures de privation totale de sommeil combinée a d'autres conditions de stress

(Tharion et al., 2003).
Effets secondaires

Les résultats confirment I'augmentation de la somnolence et de la fatigue subjective induites
par la privation de sommeil (Akerstedt et Guillberg, 1990 ; Arnal et al., 2015 ; Sauvet et al., 2020). Malgré
les effets significatifs des ANOVAs sur les parameétres cardiovasculaires et les symptémes de nausées et
de maux d'estomac, aucun post-hoc n'a atteint la significativité. Une augmentation de la fréquence
cardiaque et de la pression systolique a pourtant été décrite apres une privation totale de sommeil
(Sauvet et al. 2010). L'augmentation des troubles gastro-intestinaux, des nausées, et douleurs a plutot

été décrite mais sur de la dette chronique de sommeil (Cremonini et al., 2009).
Paramétres du sommeil

Dans notre étude, la privation totale de sommeil a entrainé des modifications
électrophysiologiques sur le sommeil de récupération en comparaison a la nuit avant privation de
sommeil. Nous avons confirmé la diminution de la latence d’endormissement et du temps passé en
stade 1 ainsi que l'augmentation du temps total de sommeil, de I'efficacité du sommeil et du temps
passé en stade 3 (signe de rebond de sommeil) observée précédemment (Arnal et al., 2015). Ce stade 3

est particulierement connu pour étre sous la régulation homéostasique (Dijk, 2009).
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V.4.b Effet de la caféine

Dans notre étude, la prise de 2,5 mg/kg de caféine par dose (2 x 2,5 mg/kg/j) a permis de limiter
la dégradation des performances, particulierement sur celles d'attention soutenue, de conduite et de tir.

Aucun effet de la caféine n'a été observé sur les performances physiques.

Attention soutenue

Les effets de la caféine ont permis de limiter la dégradation des performances au PVT mais pas
de l'effacer. En effet, la caféine va avoir un effet éveillant sur les performances au PVT en limitant :
I'augmentation du nombre de lapses (Hansen et al., 2018 ; Spaeth et al,, 2014), et la diminution de la
vitesse (Wesensten et al., 2005). La caféine, qu’elle soit consommeée a fortes doses (600 mg) (Wesensten
et al,, 2005), a dose modérée (200-300 mg) (Hansen et al., 2018) ou a faibles doses répétées (0,3mg/kg/h)
va limiter la dégradation des performances au PVT induite par la privation totale de sommeil. Killgore et
al. (2020) ont montré que la consommation répétée de 200 mg toutes les 2-h la nuit (total de 800
mg/nuit) a permis de limiter la dégradation de I'attention durant 77-h d'éveil continu mais elle ne
restaure pas la performance normale pendant la privation (Killgore et al., 2020). Il est émis I'hypothese
qu'au cours de I'éveil continu, I'accumulation d’'adénosine augmente et que la dose de caféine utilisée
pourrait étre insuffisante pour bloquer les récepteurs de I'adénosine ou que la consommation de dose
répétée de caféine pourrait entrainer une régulation positive des récepteurs a l'adénosine et le

développement d'une tolérance a la caféine (Killgore et al., 2020).

Performances physiques et perception de I'effort

Nos résultats ne montrent aucun effet de la caféine sur les performances physiques ou sur la
perception a l'effort. Ce défaut de résultat peut étre expliqué par I'absence d'une dégradation des
performances physiques par la privation de sommeil, et également par la quantité limitée de caféine. En
effet, dans une revue, une forte dose de caféine (comprise entre 8,0 mg/kg et 10,7 mg/kg) ou une dose
de 2,7 mg/kg répétée toutes les 2-h pendant une privation totale de sommeil est nécessaire pour
observer un effet efficace de la caféine sur différentes performances physiques comme I'exercice
d'endurance ou anaérobique (McLellan et al., 2016). De plus, la caféine était consommée 1h30 avant le
début des tests de performances physiques, alors que le pic d'efficacité de la caféine est généralement

observé environ 30 min a 1-h apres absorption, ce qui pourrait en limiter ses effets.
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Performances de conduite et de tir

Nos résultats ont montré un effet de la caféine sur les paramétres évaluées de la conduite sur
simulateur. Une limitation de la dégradation des performances sur le nombre de franchissements de
lignes inappropriés et sur la déviation standard est observée méme 15-h apres la derniére
consommation de caféine. Il est connu que les conducteurs routiers, particulierement la nuit,
consomment de la caféine pendant leur pause avant de reprendre la route. La consommation de caféine
permet de diminuer le nombre de franchissements de ligne (Horne et Reyner., 1996), mais également

de maintenir le véhicule au centre de la voie (Biggs et al., 2007).

Dans notre étude, le tir et la performance de conduite sont effectués a environ 8-h et 15-h aprés
la derniere consommation de caféine. Nous avons observé un effet de la caféine sur la performance au
tir avec une meilleure performance pendant la privation de sommeil. Lieberman et al. (2002) ont observé
des effets de la caféine (300 mg) qui persistaient jusqu'a 8-h apres sa consommation. Cet effet prolongé
de la caféine peut potentiellement étre expliqué par I'accumulation de la caféine (2 x 2.5mg/kg), par sa
consommation avec le repas, ou encore par le rythme circadien. Les cytochromes P450 sont
particulierement impliqués dans le métabolisme de la caféine et eux-mémes sont modulés par les
variations circadiennes (Kosir et al, 2013). La caféine va amener une modification dans le rythme
circadien, ce qui va entrainer un changement dans le modéle d'expression pour le cytochrome P450.
Cette modification de I'expression du cytochrome P450 va induire potentiellement un prolongement
des effets de la caféine (Temple et al., 2017). De plus, la demi-vie de la caféine peut étre également
modulée par différents facteurs comme la prise de caféine pendant un repas (Nehlig, 2018). Dans notre
étude, la caféine a été consommée a 8:30 pendant une prise alimentaire (petit-déjeuner) et a 14 :30
aprés un repas, le premier jour et le deuxieme jour. Nous pouvons émettre I'hypothése que la caféine,
dans notre étude, a eu une durée de demi-vie augmentée ce qui pourrait expliquer que les effets

éveillant de la caféine persistent jusqu’a 15-h aprés sa consommation.

Effets secondaires

Dans notre étude, nous observons un effet de la caféine sur la somnolence et sur les parametres
cardiovasculaires. La caféine a aussi permis de diminuer les maux de téte et la fatigue pendant la
privation de sommeil. Dans notre étude, la population étudiée consomme en moyenne 247+23 mg de
caféine par jour et n'a pas eu d'abstinence a la caféine excepté pendant la condition placebo. Des
consommateurs habituels de caféine, aprés 24-h d’abstinence de caféine ressentent habituellement des
maux de téte (Juliano et Griffiths.,, 2004). Il est donc possible que dans notre étude, I'arrét de la

consommation de caféine en condition placebo ait pu augmenter la perception de maux de téte, bien
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que non significatif, et que la caféine ait réduit cette sensation. De plus, nos résultats ont montré un effet
de la caféine sur la fatigue et la somnolence, cependant, bien qu’'on apercoive une diminution de la
somnolence subjective en condition caféine, les post-hocs n'ont pas atteint la significativité. Il est connu
que la caféine est une contremesure a 'augmentation de la somnolence et de la fatigue liées a la dette
de sommeil, a l'inertie du sommeil, au rythme circadien ou encore a I'effet temps passé a la tache (Spaeth
et al., 2014). Ces symptomes restent cependant des évaluations subjectives et peuvent étre également

liés a d'autre facteurs.

De plus, nous observons une augmentation de la pression diastolique en condition caféine, par
rapport a la condition placebo et en période reposée du sujet (entre 2-h a 14-h d'éveil continu). Les
post-hocs sur la pression systolique n'ont pas atteint la significativité et aucun effet de la caféine n'a été
observé sur la fréquence cardiaque. Il a été montré que la consommation de caféine était associée a une
augmentation de la pression sanguine (Green et al., 1996). Comme pour nos résultats, Green et al. (1996)
montrent que la consommation de caféine va induire une augmentation de la pression diastolique, la
journée et la nuit, et une augmentation de la pression systolique, uniguement pendant la journée, avec
aucun effet sur la fréquence cardiaque. Ces résultats démontrent bien une implication de la caféine dans

le systéme cardiovasculaire.

Parameétres du sommeil

Dans notre étude, le temps total de sommeil et le temps passé en stade 3 en nuit de
récupération, apres la privation totale de sommeil, était plus court en condition caféine qu’en condition
placebo, alors que le temps d'éveil pendant la nuit de récupération était plus long en condition caféine
gu'en condition placebo. Il a été déja observé que la prise de caféine atténue la puissance spectrale du
NREM lors d'une nuit de récupération aprés une dette de sommeil (Rétey et al, 2006), ce qui est
également observé dans notre étude. Il est connu que la consommation de caféine est associée avec
une réduction du temps total de sommeil (Chaudhary et al,, 2016) et du temps passé en sommeil lent,
mais également une augmentation du temps d'éveil aprés endormissement (Nicholson et Stone, 1980)
qui peut étre expliqué par son action antagoniste des récepteurs ADORA2A : la caféine bloque I'acces

de l'adénosine a ces récepteurs et retarde ainsi le sommeil.
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V.4.c Effet des polymorphismes génétiques

Dans notre étude, nous avons sélectionné 5 SNPs précédemment identifiés comme mécanismes
génétiques potentiels de vulnérabilité a la privation de sommeil et/ou a la caféine : la cytokine pro-
inflammatoire TNF-a, impliquée dans le systéme immunitaire et en lien avec le sommeil, ADORA2A et
ADA, les genes liés a l'adénosine, PER3, le géne circadien et COMT le gene de la catéchol-O-
méthyltransférase, une enzyme qui dégrade les catécholamines (Tkachenko et Dinges, 2018 ;

Bodenmann et al., 2012 ; Satterfiled et al., 2015 ; Mazzotti et al.,, 2011)

Dans notre étude, le polymorphisme de TNF-a a été particulierement associé a la modulation
des performances neurocomportementales en réponse a la privation totale de sommeil et a la prise de
caféine, a la réponse cardiovasculaire, et a la durée d'éveil nocturnes. L'influence du polymorphisme
d’ADORA2A a été observée uniquement sur les performances neurocomportementales en réponse a la
privation totale de sommeil. Le polymorphisme d’ADA influence la somnolence subjective. L'influence
du polymorphisme de COMT a été observé uniquement sur les performances de tir. Enfin, le
polymorphisme de PER3 a été associé a la modulation des performances neurocomportementales en
réponse a la privation totale de sommeil, a la performance de conduite mais également a la sensation

de fatigue.

Attention soutenue et EEG

Concernant le nombre de lapses, nous observons une interaction du polymorphisme de TNF-a
avec le traitement et la durée d'éveil, et d’ADORA2A avec la durée d'éveil. Concernant la vitesse, TNF-a
et ADA interagissent avec la durée d'éveil et PER3 avec le traitement. Cependant, pour les
polymorphismes de TNF-a et d'ADA, les post hocs n'ont pas atteint la significativité sur la vitesse au PVT.
Le polymorphisme de COMT n'est associé ni a la modulation des performances d'attention soutenue ni

a la consommation de caféine.

Le polymorphisme de TNF-a (rs1800629) altere l'activité transcriptionnelle du géne TNF-a
(Wilson et al,, 1997) et augmente la production stimulée (par du LPS) de TNF-a dans des cellules de sang
total chez des sujets sains (Louis et al., 1998). TNF-a a été suggéré comme cause d'instabilité cognitive,
observée par une augmentation des déficits d'attention au PVT (Jewett et al, 2012). Nous avons
précédemment montré une augmentation du nombre de lapses a partir de 24-h d'éveil continu et des
taux sanguin de TNF-a apres 36-h d'éveil continu chez des sujets sains (Arnal et al., 2015 ; Chennaoui et

al, 2011).
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Dans notre étude, le polymorphisme de TNF-a interagit significativement avec la durée d'éveil
et la caféine seulement sur le nombre de lapses, mais les post-hocs ne donnent pas de différences
significatives entre les génotypes pendant la privation totale de sommeil quelle que soit la condition
caféine ou placebo. Cependant, un effet significatif de la caféine pendant la privation de sommeil a été
observé. Les porteurs de l'alléle A ont un effet atténuant de la caféine sur la dégradation des
performances lors de quatre tests PVT pendant la privation de sommeil alors que cet effet est présent
uniguement sur deux tests pour les porteurs du génotype G/G. Cela suggere que les porteurs de l'alléle
A bénéficient davantage de l'effet stimulant de la caféine que les porteurs du génotype G/G
probablement parce qu'ils semblent plus dégradés, mais leurs performances n’en sont pas meilleures

pour autant.

Concernant la vitesse du PVT, le polymorphisme du TNF-a interagit significativement
uniquement avec I'éveil mais sans post-hoc significatif. Nos résultats sur les performances au PVT
contredisent en partie ceux de Satterfield et al. (2015) qui montrent que les porteurs du génotype TNF-
a G/G sont plus vulnérables a la privation de sommeil que les porteurs de I'allele A. Néanmoins, ils n'ont
pas étudié l'interaction avec I'administration de la caféine comme nous I'avons fait. D'un autre coté,
Satterfield et al. (2015) n'ont trouvé aucun effet du polymorphisme de TNF-a sur la vitesse de traitement
cognitif au PVT en utilisant le temps de réaction médian. De plus, dans leur étude, les sujets étaient
sevrés de la caféine dans la semaine précédant chaque expérience de laboratoire, alors que nous avons
fait le choix de ne pas priver nos sujets de caféine avant la privation de sommeil afin d'étre le plus proche
possible des conditions réelles. Or, il faut généralement un a deux mois de retrait de caféine chez les

consommateurs réguliers pour créer un "profil de non-consommateur" (Dager et al., 1999).

Dans notre étude, nous n'avons pas de différence significative sur la consommation habituelle
de caféine entre les génotypes de TNF-a. Nous pouvons donc suggérer dans I'étude Satterfield et al.
(2015) que les consommateurs réguliers de caféine peuvent avoir présenté des symptomes de sevrage
susceptibles de modifier leur réponse neurocomportementale a la privation de sommeil (Rogers et al.,
2012). La variance des écarts de PVT n'étant que de 6,4% pour le polymorphisme du TNF-a (Satterfield
et al., 2015), I'effet de la consommation habituelle de caféine et du sevrage peut avoir été plus prononcé
sur les réponses a la privation de sommeil que la variabilité induite par le polymorphisme du TNF-a. Une
autre explication de la différence de nos résultats de Satterfield et al. (2015) peut étre la méthode de
génotypage du TNF-a rs1800629. Dans notre étude, ce génotypage a été réalisé en double avec deux
méthodes, la méthode LAMP-MC et la méthode Tagman de référence, et la concordance était élevée

(Drogou et al,, 2020). Les fréquences des génotypes dans notre étude ont été comparées et sont
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cohérentes a la base internationale de données 1000 Genomes Project (Auton et Salcedo., 2015), alors

qu'elles ont uniquement été comparées a des études antérieures chez Satterfield et al. (2015).

L'analyse de la distribution topographique de la puissance EEG lors du test PVT a 9h15 du matin
aprés 24 heures d'éveil (J2 / J1) a montré une activation théta plus élevée chez les porteurs de I'alléle A
par rapport aux porteurs du génotype G/G dans les conditions placebo et caféine. De plus, le rapport
théta-sur-alpha en réponse a la privation de sommeil (c'est-a-dire a J2) est plus élevé dans la région
centro-temporale, dans la condition placebo uniquement. Ce résultat illustre également la sensibilité des
porteurs de l'alléle A a la privation de sommeil, liée a I'augmentation de la somnolence pendant le test
PVT. Nos résultats ont confirmé qu'une augmentation de l'activité théta peut étre la principale cause des
lapses aprés la privation de sommeil comme décrit précédemment (Gorgoni et al, 2014). Ceci est
renforcé par la corrélation positive observée entre la fréquence théta dans la région centro-temporale
et le nombre de lapses apres 24 heures de privation de sommeil pour les cing polymorphismes et quelle

que soit la condition placebo ou caféine.

Dans notre étude, nous avons montré que les porteurs de I'allele A semblent étre plus sensibles
gue les porteurs du génotype ancestral G/G aux effets atténuant de la caféine sur les troubles
neurocomportementaux liés a la privation de sommeil. Cette observation est expliquée uniquement
parce qu'ils semblent plus dégradés, mais ils ne fonctionnent pas mieux en conséquence. Comme il a
été démontré que des concentrations de caféine, correspondant a une consommation appropriée pour
I'humain, suppriment systématiquement la production de TNF-a dans le sang humain (Horrigan et al.,
2004), il serait prudent de considérer la génétique du TNF-a face a la privation de sommeil. Nos résultats
soulignent également la nécessité d'évaluer I'expression de la protéine TNF-a dans le sang en fonction
des sous-groupes de génotypes de rs1800629 TNF-q, ainsi que ses changements en réponse a la

privation de sommeil et a la prise de caféine.

Le role des récepteurs A2A est prédominant dans la régulation du sommeil et la caféine favorise
I'éveil principalement en les antagonisant dans le cerveau. L'influence génétique du géne ADORA2A,
codant pour le récepteur A2A, sur les performances neurocomportementales et I'EEG du sommeil
pendant la privation de sommeil associée a I'administration de caféine n'a été décrite que par I'analyse
des haplotypes (Bodenmann et al., 2012). Nous avons précédemment indiqué une expression accrue de
I'ARNm des récepteurs A2A aprés une privation totale de sommeil dans les leucocytes de sujets sains et
une augmentation du nombre de lapses au PVT (Arnal et al., 2015, Chennaoui et al., 2017). Dans notre
étude et pour les lapses au PVT uniquement, le SNP ADORA2A rs5751876 interagit de maniére

significative avec I'éveil mais pas avec la caféine. Les porteurs de l'allele T font plus de lapses a 32-h
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d'éveil continu en condition placebo. Nous faisons I'hypothese que les porteurs de l'allele T présentent
des différences structurelles de leurs récepteurs A2A par rapport a ceux des porteurs de génotypes C/C,
les rendant ainsi sensibles a une veille prolongée. Dans tous les cas, nos résultats semblent difficiles a
comparer avec ceux de Bodenmann et al. (2012) qui montrent que I'haplotype appelé porteurs « HT4 »
(qui comprenait I'alléle rs5751876 T) était plus rapide que les non-HT4 sur la vitesse au PVT pendant la
privation totale de sommeil et semblent résistants a I'effet éveillant de la caféine sur la détérioration des

performances du PVT.

Notre étude épidémiologique sur 1023 participants a montré que l'influence du polymorphisme
ADORA2A sur le temps de total sommeil quotidien n'est présent que chez les sujets consommant
habituellement peu de caféine (0-50 mg / jour) : les porteurs de génotypes C/C dormant plus que les
porteurs de l'alléle T (Erblang et al., 2019). Dans cette étude, nous avons suggéré que les porteurs de
génotypes C/C semblent étre tres sensibles a la consommation de caféine et que leur temps de sommeil
quotidien sera similaire a celui des porteurs d'alléle T dés que leur consommation quotidienne de caféine
dépassera 50 mg/jour (environ un expresso par jour). Dans notre protocole de privation de sommeil sur
41 sujets, bien que les porteurs du génotype C/C montrent une consommation quotidienne de caféine
significativement plus faible que les porteurs d'allele T (177 mg/jour vs 293), ces 177 mg/jour sont de
loin inférieurs a I'administration de caféine pendant le protocole expérimental (350 mg avec deux
administrations). Ainsi, les porteurs C/C peuvent avoir eu un effet important des 350 mg de la caféine
sur la pression du sommeil par rapport aux porteurs de l'allele T pendant la privation totale de sommeil,

leur permettant d'étre moins dégradés.

Nos résultats ont mis en évidence une activation plus élevée de la puissance théta sur la
distribution topographique de I'EEG apres 24 heures de privation de sommeil chez les porteurs de l'alléle
T que chez les homozygote C/C dans la condition placebo, qui indique la somnolence. Cependant, le
polymorphisme ADORA2A n'a interagi ni avec I'éveil ni avec la caféine pour l'activation théta-sur-alpha

liée a la privation de sommeil dans la région cérébrale centro-temporale.

Dans notre étude I'absence d'interaction du polymorphisme ADORA2A avec la caféine souligne
que d'autres polymorphismes pourraient étre impliqués. En effet, une étude récente démontre que c'est
le polymorphisme de CYP1A2 et pas celui d’ADORA2A qui influence l'effet de la caféine sur les
performances cognitives au PVT chez des adultes en bonne santé faisant de I'exercice (Carswell et al.,
2020). Il serait donc intéressant d'effectuer d'autres études sur l'influence du polymorphisme du CYP1A2

sur les réponses neurocomportementales a la privation de sommeil.
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Il est connu que PER3 est un géne circadien qui est fortement associé aux préférences diurnes,
a I'hnumeur et aux niveaux d'anxiété (Archer et al., 2018 ; Liberman et al, 2018). Il module les
caractéristiques du sommeil, et en conséquence, les performances pendant I'éveil (Viola et al.,, 2007). I
a été démontré qu'il interagit avec I'homéostasie du sommeil et la phase circadienne pendant les
réponses cérébrales fonctionnelles a une tache exécutive (Vandewalle et al., 2009). Dans notre étude, le
polymorphisme de PER3 rs228697 est en interaction significative avec le traitement a la caféine sur les
lapses et la vitesse au PVT. Dans le cas de la caféine par rapport au placebo, les porteurs du génotype
C/C ont effectué moins de lapses a 14, 20 et 32 heures d'éveil continu et étaient plus rapides (a 26
heures), tandis que la significativité pour les porteurs de I'allele G était uniquement a 20-h. Cela peut
suggérer un effet plus important de la caféine chez les porteurs C/C, tandis que I'effet plus faible de la
caféine chez les porteurs de l'allele G peut étre lié a leur niveau d'anxiété plus élevé que celui des
porteurs C/C trouvés dans une grande population étudiante (Liberman et al.,, 2018). Les informations
supplémentaires que nous pouvons fournir sur les indices de somnolence au réveil sont la puissance
EEG de la bande de fréquence théta qui était plus élevée apres 24 heures de privation de sommeil chez

les porteurs de I'alléle G que dans les porteurs du génotype C/C en condition placebo.

Les principales conclusions concernant I'influence du polymorphisme PER3 sur les performances
cognitives des individus en bonne santé soumis a une privation aiglie de sommeil de 40 heures
concernaient le polymorphisme VNTR (rs57875989) PER3%* et le PER3*° (Maire et al., 2014), et il n'y a
pas de données a notre connaissance sur l'influence combinée de la caféine pendant la privation totale
de sommeil. Les individus avec le génotype 5/5 ont plus de difficulté a maintenir leurs performances au
PVT que ceux du génotype 4/4, avec une pression de sommeil homéostatique élevée liée a la veille
prolongée (Maire et al., 2014). Le polymorphisme VNTR (variable number tandem repeat) correspond a
des séquences du génome répétées en tandem dont la taille du motif unitaire est comprise entre 10 et
60 nucléotides. Nous avons fait le choix d'évaluer le rs228697 parce que la méthode LAMP-MC et méme
celle de référence Tagman sont moins longues que la méthode PCR utilisée pour le VNTR PER3 a partir
des primers décrits par Ebisawa et al. (2001). De plus Turco et al. (2017) ont montré que les rs57875989
et rs228697 sont presque en linkage complet dans une large population de Caucasiens vivant en Nord
Italie. Dans cette étude, aucune relation significative n'a été observée entre le polymorphisme PER3
rs57875989 et la préférence diurne, tandis qu'une association significative a été observée entre la
mutation rs228697 G et le chronotype du matin. En ce qui concerne la relation entre PER3 et la caféine,
les données sont rares, mais Gamble et al. (2011) ont démontré que trois polymorphismes de PER3
étaient associés a une augmentation de la consommation de caféine et a une diminution de la
probabilité de somnolence chez les infirmiéres de nuit. Des études avec de grands groupes de sujets

sains sont donc nécessaires afin d'améliorer la connaissance de l'influence du polymorphisme PER3
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rs228697 sur les effets de la caféine sur les performances neurocomportementales pendant la privation

de sommeil.
Performances physiques et perception de I'effort

Concernant les performances de détente verticale, nous observons une interaction entre le
polymorphisme d’ADORA2A avec le traitement et la durée d'éveil, et du polymorphisme de PER3 avec
le traitement, cependant les post-hocs n'ont pas atteint la significativité. Aucun effet de la génétique n‘a
été observé sur le test de charge-vitesse et une interaction avec le polymorphisme d'ADA a été observé
pour la perception de I'effort, cependant les post-hocs n‘ont pas atteint la significativité. Une étude
récente montre un effet ergogénique de la caféine (3 mg/kg vs un placebo) sur la vitesse, la détente
verticale, et la puissance développée au test de Wingate chez des sujets masculins (entrainés sur des
sports de force) porteurs de l'allele C (C/C et C/T) d’ADORA2A (Grgic et al., 2020) ; les bénéfices de la
caféine (hors prise en compte de la génétique) sur le Wingate rejoignant ceux décrits dans une méta-
analyse (Grgic et al., 2018). Par contre, le polymorphisme d’ADORA2A n’'influence pas la performance en

endurance (Carswell et al., 2020).
Performances de conduite

Concernant les deux parameétres de la conduite, nous observons une interaction significative du
polymorphisme de PER3 avec la durée d'éveil. Les porteurs du génotype C/C étaient dégradés par la
privation de sommeil avec une augmentation du nombre de franchissements inappropriés et de la
déviation standard, alors que pour les porteurs du génotype C/G, la dégradation n'a été observée que
sur la déviation standard. Ces résultats semblent montrer une influence du phénotype circadien sur les
performances de conduite. Cependant, dans notre étude, le génotype de PER3 n'a pas été associé a une
préférence diurne a cause de la faible proportion de la population (33 C/C vs 8 C/G). Le rs228697 de
PER3 a été beaucoup associé a une préférence circadienne, a I'hnumeur ou a l'anxiété (Liberman et al,
2018 ; Anderson et al., 2018 ; Hida et al., 2014 ; Turco et al., 2017). Anderson et al. (2018) a montré que
les sujets avec un chronotype du soir effectuaient une performance sur 200 m de nage de 6,3% inférieure
le matin (7-h) par rapport au soir (19-h) ; a l'inverse, ceux du matin fournissaient plus d'efforts le soir
pour atteindre leur niveau de performance du matin. Ces résultats suggerent une difficulté matinale
pour les chronotypes du soir. Dans leur étude, les porteurs du génotype PER3%* (rs57875989) ou ceux
porteurs de l'allele G du rs228697 étaient considérés comme chronotype du soir et ont effectué une
performance moins bonne le matin (Anderson et al., 2018). A l'inverse, Turco et al. (2017) ont montré,
dans une population du nord de I'Italie, une association entre les porteurs de Il'alléle G et le chronotype

du matin. Cette derniére étude se rapproche de notre population. Ce qui pourrait expliquer dans notre
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étude que les porteurs du génotype C/C subissent une pression homéostatique plus élevée et soient

plus dégradés a 5-h du matin que les porteurs du génotype C/G (Turco et al., 2017).

Pour rappel, les résultats du polymorphisme de PER3 restent a prendre avec du recul du fait
d’'hétérogénéité élevée entre les génotypes. De plus, il est possible qu'a cause de cette faible proportion
de sujets pour le génotype C/G, des effets ne soient pas observés. Pour PER3, une population plus élevée
de sujets mériterait d'étre étudiée sur la performance neurocomportementale et les effets de la caféine

pendant une privation totale de sommeil.

De plus, aucun autre polymorphisme de cette étude n'était impliqué dans la modulation des
performances de conduite sur simulateur, excepté ADA, cependant ces résultats restent incertains du
fait de leur forte hétérogénéité (36 C/C vs 5 C/T). Les porteurs du génotype C/C avaient une déviation
standard plus élevée pendant la privation totale de sommeil dans les deux conditions. Ces résultats
peuvent étre expliqués par une somnolence subjective plus élevée chez les porteurs du génotype C/C

par rapport aux porteurs du génotype C/T.

Performances de tir

Aucune étude n'a observé I'influence de nos polymorphismes génétiques sur les performances
au tir. Dans notre étude, nous avons uniquement observé une influence du polymorphisme de COMT,
en interaction avec le traitement, et de PER3, en interaction avec la durée d'éveil. Pendant la privation
totale de sommeil, les porteurs du génotype G/G du polymorphisme de COMT ont effectué une
meilleure performance au tir en condition caféine par rapport a la condition placebo. Nous pouvons
émettre donc I'hypothese que le polymorphisme de COMT G/G semble étre plus sensible aux effets de
la caféine que le polymorphisme de COMT G/A-A/A. Par contre, les post-hocs, pour l'interaction avec

PER3, n'ont pas atteint la significativité.

Le polymorphisme rs4680 COMT affecte fortement l'activité enzymatique, la quantité et la
stabilité de la protéine (Tunbridge et al.,, 2019). De plus, la consommation de caféine augmente le taux
plasmatique des catécholamines (adrénaline et noradrénaline) (Robertson et al., 1978). Bien que nos
résultats ne montrent pas de différence de génotype de COMT face a la privation de sommeil, d'autres
études ont observé que les porteurs de I'allele Val étaient plus dégradés sur des performances cognitives
en réponse a la privation de sommeil (Satterfield et al., 2017 ; Satterfield et al., 2018 ; Valomon et al,
2018). Par contre, il n'y a pas a notre connaissance d'étude sur l'influence de COMT sur les réponses
neurocomportementales a la privation de sommeil combinée a la caféine. La question a été investiguée

plutét sur le polymorphisme du transporteur DATL de la dopamine en relation avec la régulation de
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I'homéostasie du sommeil uniqguement, il serait donc interessant d'étudier également le polymorphisme
de DAT1 sur nos tests réalisés (Holst et al., 2014). Il est important de prendre en compte également
gu'une revue systématique récente a montré que la caféine améliorait le temps de réaction au tir et non

sa précision chez les militaires (Torres et al.,, 2019).

Effets secondaires

Nous avons observé un effet des polymorphismes d’ADORA2A sur les nausées, de COMT sur les
maux d'estomac et de PER3 sur la fatigue. Cependant, les post-hocs pour le polymorphisme d’ADORA2A
et de COMT n’ont pas atteint la significativité, et aucun effet du polymorphisme n‘a été observé sur les
maux de téte. Pour le symptome de la fatigue, nous avons observé une interaction entre le
polymorphisme de PER3 et le traitement. Les porteurs du génotypes C/C se sentaient plus fatigués que

les porteurs du génotype C/G en condition caféine a 2-h, 8-h et 14-h d'éveil continu.

Sur la somnolence subjective, nous avons observé un effet significatif uniquement du
polymorphisme d'ADA en interaction avec |'éveil. Le polymorphisme d'ADA G22A (rs73598374) est
impliqué dans la variabilité interindividuelle de la structure du sommeil, de la réponse a la dette de
sommeil et aux |'effets de la caféine sur le sommeil (Retey et al., 2005 ; Bachmann et al,, 2012a ; Mazzotti
et al, 2011, 2012). Dans notre étude, les porteurs du génotype ancestral C/C étaient plus somnolents
que les porteurs du génotype C/T. Cependant, I'étude de Bachmann et al. (2012a) montre l'inverse de
nos résultats avec les porteurs du génotype G/A qui semblaient plus somnolents que les porteurs du
génotype ancestral G/G particuliérement aprés la privation de sommeil. La somnolence observée dans
notre génotype peut étre liée a la différence d'age entre nos deux groupes de génotype. Il a été montré
gu’'une population de sujets jeunes était plus vulnérable a la dette de sommeil que les sujets agés (Adam
et al,, 2006 ; Rabat et al., 2016). Notre groupe de génotype C/C était en moyenne plus jeune (31,6+1,0)
alors que le groupe du génotype C/T était en moyenne plus agé (45,5+4,7), ce qui pourrait expliquer

une plus grande somnolence chez les porteurs du génotype C/C.

Parametres cardiovasculaires

Dans notre étude, le polymorphisme de TNF-a avait un effet significatif sur la fréquence
cardiaque et la pression diastolique, cependant les post-hocs n‘ont pas atteint la significativité pour la
fréquence cardiaque. Par contre, les porteurs de I'allele A ont une pression diastolique plus élevée que
les porteurs du génotype G/G. Cette différence aurait pu étre expliquée par I'effet caféine qui semble

plus élevée chez les porteurs de l'allele A, cependant, cet effet a également été observé en condition
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placebo. A notre connaissance, le lien entre la réponse cardiovasculaire et le polymorphisme de TNF a

été décrit uniquement en pathologie, et non chez le sujet sain en situation de privation de sommeil.

V.4.d. Limites générales de |'étude

L'étude comporte plusieurs limites. D'autres facteurs que la génétique peut moduler la variabilité
interindividuelle de la réponse neurocomportementale et les effets de la caféine pendant une privation
totale de sommeil. Des co-facteurs tels que I'dge ou le sexe influencent les performances cognitives
pendant une dette de sommeil (Adam et al., 2006 ; Santhi et al., 2016). De plus, notre taille d'échantillon
reste relativement faible mais avec I'avantage d'une diversité raciale et ethnique limitée. En plus de notre
petite taille d'échantillon, lorsque celui-ci est divisé en fonction des génotypes par polymorphismes, cela

réduit d'autant plus la population comme pour ADA avec sa forte hétérogénéité (36 C/C vs 5 C/T).

V.4.e. Conclusion et perspectives

L'objectif global de cette étude était d'évaluer I'influence de cing polymorphismes génétiques
(TNF-o, ADORA2A, ADA, COMT et PER3) sur I'efficacité de la caféine pour prévenir la dégradation des
performances cognitives, physiques et psychomotrices au cours de la privation totale de sommeil. Nous
montrons plus particulierement I'influence du polymorphisme de TNF-a sur les performances d'attention
soutenue pendant une privation de sommeil qui semble étre atténuée par la consommation de caféine.
Alors que l'effet d'effacement de la caféine est observé sur les facteurs homéostasique et circadien du
sommeil ADORA2A et PER3. Le polymorphisme COMT semble également influer sur les performances
de tir lors de la consommation de caféine. Le polymorphisme de TNF-q, impliqué dans I'inflammation et
le sommeil, le polymorphisme de PER3, impliqué dans le rythme circadien, le polymorphisme de COMT,
impliqué dans le systeme catécholaminergique, sont associés pour la premiere fois aux effets de la

caféine pendant une privation totale de sommeil.

La prise en compte du facteur génétique permettrait d'individualiser les conseils en matiére de
consommation de caféine et de maintien des performances opérationnelles chez les militaires privés de
sommeil. De futures études pourraient porter sur des populations plus élevées (> 100 sujets) avec un
profil plus diversifié (age, habitudes de vie, consommation de caféine) et des périodes d'éveil supérieures

a 36-h ou une exposition de restriction de sommeil répétée (Hansen et al., 2018).
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DISCUSSION GENERALE

Les résultats principaux de ce travail de these ont montré (i) l'influence de plusieurs
polymorphismes génétiques sur le temps total de sommeil et/ou les troubles du sommeil en fonction
de la consommation de caféine, notamment le polymorphisme du récepteur A2A de I'adénosine
(ADORA2A), de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a, des cytochromes P450, de BDNF et de PER3, et (ii)
I'influence des polymorphismes d’ADORA2A, TNF-o, ADA, COMT et PER3 sur I'efficacité de la caféine a
améliorer les performances lors d’'une privation totale de sommeil, particulierement les performances

cognitives (Figure 48).

[ 2,5 mg/kg/j de caféine ]

Génotype de TNF-a Génotype d’ADORA2A
(rs1800629) (rs5751876)

N temps
A risque de total de
Effet éveillant froubles G| A Effét
o sommeil Arisque de éveillant
modéré .
. troubles du important
A pression "
” sommeil
artérielle
Effet éveillant Effet
important éveillant
important
[ Conseils sur la consommation de caféine J
N . N
consommation .
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pendant une Consommation pendant une
dette de . Consommation dette de
N modérée N
sommeil pendant une sommeil
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Figure 48. Résumé des résultats de la thése et recommandations individuelles sur les deux principaux
polymorphismes.
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Le polymorphisme de TNF-a

Dans nos deux études, nous avons observé une influence majeure du polymorphisme de TNF-a
sur les risques de troubles du sommeil et sur les réponses a la dette de sommeil chez un individu en
bonne santé. Dans la premiére étude, les porteurs du génotype G/A avaient un risque plus élévé de
troubles du sommeil par rapport aux porteurs du génotype G/G, particulierement chez les forts
consommateurs de caféine. Dans la deuxiéme étude, nous avons observé une différence de réponse a
la privation totale de sommeil entre les génotypes, sur les performances d'attention soutenue et les
réponses cardiovasculaires. Les porteurs de l'alléle A semblent étre plus vulnérables a la privation de
sommeil et aux effets de la caféine. Dans nos deux études, nous avons observé, chez des sujets sains, un
effet majeur du polymorphisme TNF-a avec les porteurs de I'alléle A qui semblent plus vulnérables aux
troubles du sommeil induits par la caféine, mais également a la dégradation de I'attention soutenue en
réponse a la privation totale de sommeil avec administration de caféine, et aux réponses
cardiovasculaires associées. Une étude antérieure a montré une différence de réponses entre les
génotypes de TNF-a sur I'attention soutenue en situation de privation totale de sommeil (Satterfield et

al,, 2015).

Pour Krueger (2008), TNF-a fait partie des substances impliquées dans la régulation du cycle
veille/sommeil). Cet auteur a émis I'hypothése que I'augmentation de cette cytokine pro-inflammatoire
pouvait, méme a bas niveau, induire une instabilité cognitive en induisant un état de sommeil (Jewett et
al, 2012). Les travaux du laboratoire vont dans ce sens car ils ont montré I'augmentation des
concentrations circulantes de TNF-o lors d'une privation totale de sommeil chez des sujets sains
(Chennaoui et al, 2011), ainsi que la diminution de la performance cognitive autant sur |'attention
soutenue que sur les fonctions exécutives telles que l'inhibition et la mémoire de travail (Arnal et al.,
2015, Rabat et al, 2019). Notre travail de theése souligne l'intérét de voir si les différences sur les
génotypes de TNF-a aux réponses neurocomportementales a la privation de sommeil et aux effets de la
caféine se traduisent aussi sur le phénotype, en étudiant I'expression du TNF-o dans le sang en fonction

des génotypes.

Le polymorphisme d’ADORA2A

L'adénosine régule principalement I'équilibre entre le systeme du sommeil et de I'éveil (Porkka-
Heiskanen, 2011). Dans nos deux études, nous avons observé une influence majeure des
polymorphismes d’ADORA2A, et particulierement du rs5751876 (une mutation synonyme), sur les
réponses a la dette de sommeil et a la consommation de caféine. La premiere étude de notre these a

montré une différence entre les génotypes sur le temps total de sommeil uniquement chez les faibles
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consommateurs de caféine, avec les porteurs du génotype C/C qui dormaient plus que les porteurs de
I'alléle T (rs5751876). Cette différence disparait des que la consommation de caféine dépasse 50 mg par
jour (consommateurs modérés et forts de caféine) avec un temps total de sommeil qui devient similaire
entre les génotypes. Dans la seconde étude, nous avons observé une différence entre les génotypes sur
les réponses de I'attention soutenue pendant une privation totale de sommeil en condition placebo,
avec les porteurs de l'allele T qui étaient plus dégradés que les porteurs C/C. Cette différence n'est pas

observée en condition caféine.

Il existe peu d'études montrant le lien entre le polymorphisme d’ADORA2A et |'expression du
récepteur A2A. Andreassi et al. (2011) ont montré chez des sujets controles que les porteurs
hétérozygotes C/T et homozygotes T/T ont une concentration du récepteur A2A plus élevée que les C/C.
Les travaux précédents du laboratoire ont montré, sensiblement comme pour TNF-a, une augmentation
des concentrations des ARN messagers du récepteur A2A dans les leucocytes apres 24 heures de
privation de sommeil (Chennaoui et al.,, 2017), et aussi la diminution de la performance cognitive autant
sur I'attention soutenue que sur les fonctions exécutives telles que I'inhibition et la mémoire de travail
(Arnal et al., 2015, Rabat et al, 2019). Sachant que la mutation synonyme peut tout de méme étre
associée a une modification du récepteur fonctionnel en termes de conformation (Hunt et al., 2014), il
sera intéressant d'étudier I'expression d’ADORA2A dans le sang en fonction des génotypes et des
réponses neurocomportementales a la privation de sommeil et aux effets de la caféine. Concernant des
liens potentiels entre les variants d’ADORA2A et la caféine, Rétey et al. (2007) ont montré que les
porteurs du génotype C/C ont plus de signes d'insomnie aprés prise de caféine comparés aux porteurs
C/T et T/T. De plus, les porteurs de I'alléle T seraient plus enclins a I'anxiété induite par la caféine (Alsene
et al,, 2003) et ont des réactions de sursaut plus élevées aprés la consommation de caféine (Domschke
et al, 2012). Bodenmann et al. (2012) sont les seuls a avoir montré un lien entre le polymorphisme
d’ADORA2A et les réponses neurocomportementales a la privation de sommeil, mais en étudiant
uniquement différents haplotypes. Ces auteurs ont notamment montré que les porteurs de I'haplotype
HT4 (contenant l'allele T du rs5751876) sont plus résistants aux effets de la caféine et plus performants
sur un PVT pendant la privation de sommeil que les porteurs non-HT4. Enfin, il a récemment été montré
que les porteurs C/C ont une réponse glycémique post-prandiale plus forte aprés absorption d'un repas
liquide contenant du glucose plus caféine par rapport a une prise avec du glucose seul (Banks et al.,
2019). Nos résultats montrent qu'en ce qui concerne la performance d'attention soutenue au PVT, le
polymorphisme d’ADORA2A n'interagit pas avec la caféine mais avec la durée d'éveil. Carswell et al.,
(2020) ont récemment montré que les performances au PVT pendant une activité physique sont
influencées par le polymorphisme CYP1A2 et pas ADORA2A. Pour observer l'efficacité de la caféine,

I'étude du polymorphisme CYP1A2 semble donc étre plus pertinente. D'apres I'étude de Banks et al.,
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(2019) il serait également intéressant d'étudier si un café consommé avec ou sans sucre modifie les

performances en fonction des génotypes d’ADORA2A.

Le polymorphisme d’ADA

Dans nos études, le polymorphisme d'ADA semble étre impliqué particulierement dans la
somnolence. La premiére étude n'a montré aucune association entre ce polymorphisme et le temps total
de sommeil et les troubles du sommeil en fonction de la consommation de caféine. Dans la seconde
étude, le SNP d’ADA a particulierement été associé a la somnolence subjective pendant la privation
totale de sommeil. Cependant, a cause de la répartition génétique de ce polymorphisme (similaire a la
base de données 1000 Génomes) et de la rareté des porteurs de la mutation, ainsi qu'a la différence
d'age entre les deux génotypes, nos résultats concernant la réponse d'attention soutenue en privation
de sommeil restent a confirmer sur une grande population. ADA est I'enzyme qui convertit I'adénosine
en inosine, et qui est ainsi particulierement impliquée dans la régulation de I'hnoméostasie du sommeil.
Il a été montré que l'activité d’ADA diminue dans les érythrocytes et les lymphocytes des porteurs du
génotype G/A (Riksen et al., 2008), que les porteurs G/A ont un sommeil nocturne plus profond (Rétey
et al., 2005, Mazzotti et al., 2011) et sont plus somnolents pendant la privation de sommeil (Bachmann
et al, 2012a). Plus d'études sur l'implication du polymorphisme d'ADA dans les réponses
neurocomportementales a la privation de sommeil sous caféine seraient intéressantes mais apres

sélection des génotypes, et couplées a |'évaluation de l'activité d’ADA.

Le polymorphisme de COMT

Le polymorphisme de COMT a eu une influence limitée dans nos études par rapport aux autres
polymorphismes. Il n'a pas été associé a une modification du temps total de sommeil et du risque de
troubles du sommeil dans notre premiére étude, et pas non plus associé avec la durée d'éveil pendant
la privation de sommeil dans notre seconde étude. Cependant le polymorphisme COMT est en
interaction avec la caféine pendant la privation de sommeil sur la performance de tir, épreuve impliquant
de l'attention ou de la vigilance. Une méta-analyse de 2019 montre bien que la caféine améliore les
performances au tir chez les militaires US (Torres et al.,, 2019). Dans notre étude, les porteurs du génotype
ancestral G/G semblent avoir un effet bénéfique de la caféine qui n’est pas observé chez les G/A. Le SNP
de COMT a déja été associé a une substance éveillante notamment le modafinil pendant la privation de
sommeil (Bodenmann et al., 2009a, 2009b), mais c'est la premiére fois, a notre connaissance, qu'une
étude a évalué son influence sur les performances lors d'une privation totale de sommeil avec
supplémentation en caféine. Le polymorphisme de COMT (rs4680) a été associé a une modulation des

performances cognitives pendant une dette de sommeil (Satterfield et al., 2017 ; Satterfield et al,, 2018 ;
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Valomon et al., 2018), ce qui n'a pas été observé dans notre étude. Les polymorphismes de DAT1 ou de
DRD2, transporteur et récepteur de la dopamine respectivement, semblent étre plus impliqués dans la
modulation des performances et des effets de la caféine pendant une dette de sommeil (Satterfield et
al., 2017 ; Childs et al., 2008 ; Holst et al., 2014 ; Holst et al., 2017). Il serait intéressant d'étudier l'influence
de COMT sur des groupes de sujets plus élevées, ou encore de privilégier des polymorphismes tels que

DAT1 ou DRD2.

Le polymorphisme de PER3

PER3 est un gene circadien qui est fortement associé aux préférences diurnes, a I'humeur et aux
niveaux d'anxiété (Archer et al., 2018 ; Liberman et al.,, 2018). Dans la premiére étude, nous avons observé
un risque de troubles du sommeil plus élevé chez les porteurs du génotype ancestral C/C par rapport
aux porteurs du génotype C/G, chez les forts consommateurs de caféine. Dans la deuxiéeme étude, les
porteurs du génotype C/C semblaient avoir une efficacité de la caféine plus élevée que les porteurs du
génotype C/G sur les performances cognitives pendant la privation totale de sommeil. Des études avec
de grands groupes de sujets sont donc nécessaires afin d'améliorer la connaissance de I'influence du
polymorphisme PER3 rs228697 sur les effets de la caféine sur les performances neurocomportementales

pendant la privation de sommeil.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les altérations du cycle veille/sommeil sont fréquentes dans le milieu militaire et peuvent
conduire a une dégradation des performances. L'une des contre-mesures les plus utilisées pour limiter
cette altération est la caféine. Cependant, nous ne sommes pas tous égaux face aux réponses a la dette
de sommeil et aux effets de la caféine, qui peuvent étre influencées par de nombreux facteurs, et en

particulier la génétique.

Dans ce travail, nous avons rappelé l'importance du patrimoine génétique dans la variabilité
interindividuelle. En effet, nos résultats montrent I'influence des polymorphismes du géne de la cytokine
pro-inflammatoire TNF-a et du récepteur a I'adénosine A2A (ADORAZ2A) sur le risque de troubles du
sommeil, sur la durée du sommeil, sur la dégradation des performances en situation de privation de
sommeil et sur |'efficacité de la caféine. En conclusion, nos résultats soulignent que (i) I'influence des
polymorphismes d’ADORA2A sur le temps total de sommeil et/ou le risque de troubles du sommeil
s'efface des que la consommation de caféine dépasse 50 mg par jour et que (ii) la prise aiglie de caféine
en situation de privation de sommeil module I'influence du polymorphisme de TNF-a sur I'altération de

la performance cognitive, notamment I'attention soutenue.

Ce travail a permis d'apporter des éléments d'intéret pour la modélisation de futures études et
la sélection des sujets, et pour la caractérisation de sportifs de haut niveau avec personnalisation de
conseils pour la performance, la santé et |'utilisation de la caféine. Ces résultats pourront étre exposés
également au profit des forces armées afin d'individualiser et d‘optimiser les stratégies de
consommation de caféine dans le but de limiter les dégradations des performances induites par la dette
de sommeil. Plus particulierement, nous recommandons la diminution de la consommation chronique
de café. En effet, quelque soit le polymorphisme génétique, la forte consommation de café (> 300 mg)

favorise les troubles du sommeil et n'est donc pas recommandée (Erblang et al., 2020).

Concernant la performance physique et en particulier la performance anaérobie, nous avons
montré que l'influence des polymorphismes était limitée. De plus, la consommation aigue de 2,5mg/j de
caféine tel qu'étudiée dans notre étude n’est pas efficace sur ces performances. Une consommation plus
élevée de caféine est nécessaire pour améliorer les perfomances physiques mais avec un risque élevée

d'effets secondaires, en particulier sur le sommeil.

C'est pourquoi des recommandations globales sur la consommation de caféine devraient étre

apportées en prenant en compte la dose et la durée d'efficacité ainsi que la consommation quotidienne
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de caféine. Il serait donc intéressant d'observer les effets de différentes doses de caféine en fonction des
polymorphismes étudiés dans ce travail. Il est également pertinent d'évaluer ces effets lors de restrictions
de sommeil ou de décalages horaires, qui sont plus représentatives des missions en opération soutenue

des militaires déployés ou de sportifs lors de compétitions internationales.

Dans notre étude, d'autres parameétres d'intérét n‘ont pas été évalués. Ils pourraient compléter
et affiner ces résultats. En particulier, nous avons principalement évalué les effets de la dette de sommeil
et de la caféine sur les processus attentionnels (temps de réaction). Or la privation de sommeil altére de
nombreux processus excécutifs (mémoire de travail, flexibilité mentable, prise de décision, inhibition)
qui sont des capacités nécessaires a la réalisation d'une activité professionnelle et au maintien d’'un haut
niveau de performance. Les substances éveillantes sont connues pour avoir des effets différents sur ces
fonctions (Sauvet et al., 2019, Wesensten et al., 2005). L'impact des polymorphismes génétiques sur les
réponses de ces processus lors d'une dette de sommeil est trés peu connu. Au cours de cette these,

nous avons réalisé d'autres taches cognitives qui font I'objets d'analyses dans ce sens.

De méme, les dettes chroniques ou répétées de sommeil peuvent favoriser la survenue de
pathologies chroniques telles que de pathologies cardiovasculaires, des cancers ou des troubles
métaboliques (Von Ruesten et al,, 2012 ; Lin et al., 2018). Les travaux du laboratoire ont montré une
réponse immuno-inflammatoire et une dysfonction endothéliale a I'issue d’'une privation de sommeil
qui pourraient favoriser ces pathologies. L'impact de la caféine et du patrimoine génétique sur ces
réponses est peu connu. Des études en laboratoire et en millieu écologique avec des travailleurs de nuit
seraient intéressantes. De plus, notre travail montre que la consommation de caféine module I'influence
du polymorphisme de TNF-a sur les performances en situation de privation de sommeil. Pour cela, il
serait pertinent, dans le futur, d'observer les réponses immuno-inflammatoires au cours d'une privation

totale de sommeil et apres supplémentation en caféine en fonction des génotypes de TNF-a.

Enfin, il parait évident que les facteurs environnementaux et nos habitudes de vie influencent
beaucoup la variabilité des performances face a la dette de sommeil et a la sensibilité aux contre-
mesures. Cette variabilité serait liée a I'épigénétique, c'est-a-dire qu'elles vont modifier de maniére
réversible I'expression des genes. L'importance de ces co-facteurs individuels pourrait modérer I'impact
des polymorphismes génétiques. En particulier, I'impact de la consommation chronique de café qui peut
étre un facteur déterminant dans les troubles du sommeil et sur les performances exécutées (Erblang et
al, 2020 ; Rogers et al., 2013). En utilisant les capacités nouvelles en bases de données issues de recueil
en situation écologique, nous proposons d'évaluer I'impact des polymorphismes génétiques sur les

effets de la consommation chronique de caféine dans des populations spécifiquement exposées a des
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dettes répétées de sommeil afin de modéliser et de prédire la survenue de troubles du sommeil ou de
défaillances. En effet, la consommation habituelle de caféine pourrait moduler les performances

cognitives et plus particulierement les processus exécutifs au cours d'une dette de sommeil.
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ANNEXES

Annexe 1.

Tableau : Les caractéristiques de certains polymorphismes génétiques.

. R POSITION NB POSITION
MOLECULE SNPID Alias Allele | CHROMOSOME GENE EXONS SNP TYPE DE MUTATION
rs5751862 G/A 24,417,879 — 24,406,596 5’regulation
ADORAZA rs2298383 /T 22 24,442,360 4 24,429,543 5'UTR
rs3761422 /T 24,430,704 5'UTR
rs2236624 /T 24,440,056 Intron 3-4
rs5751876 T1976C /T 24,441,333 Synonymes (exon 4)
rs4822492 C/G 24,447,626 3'UTR AS
Variant en amont de 5' -
31,575,254 - 31575 , .
TNF-a rs1800629 G308A G/A 6 31,578,336 4 254 regulathn Fle la
transcription
112,829,751- 112 836 . .
IL-1B rs1143627 G/A 2 112,836,903 7 810 Variant 5'UTR
22,725,884- 22721 L .
IL-6 rs4719714 A/T 7 22,732,002 6 094 Variant intergénique
74,748,845 - 74 735 L L.
CYP1A1/2 rs2472297 /T 15 74756,607 7 539 Variant intergénique
74,748,845 - 74 749 L
CYP1A2 rs762551 A/C 15 74756,607 7 576 Variant intron 1-2
44,619,522 - 44 651 Variant faux sens (exon
ADA rs73598374 G>A c/T 20 44652233 12 536 1
19,941,607- 19 963 Variant faux sens Val >
COMT rs4680 Vall58Met G/A 22 19,969,975 6 748 Met
27,654,893 - 27 658 Variant faux sens (exon
BONF rs6265 o 1 27,722,058 1 369 1) Val > Met
7,784,320 - Variant faux sense (exon
PER3 rs228697 7827519C>G C/G 1 7845177 22 7 827 519 18) Pro> Ala
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Abstract: ADORA2A hasbeen shown to be responsible for the wakefulness-promoting effect of caffeine
and the 1976T>C genotype (SNP rs5751876, formerly 1083T>C) to contribute to individual sensitivity
to caffeine effects on sleep. We investigate the association between six single nucleotide polymorphisms
(SNP) from ADORAZ2A and self-reported sleep characteristics and caffeine consumption in 1023 active
workers of European ancestry aged 18-60 years. Three groups of caffeine consumers were delineated:
low (0-50 mg/day, less than one expresso per day), moderate (51-300 mg/day), and high (>300 mg/day).
We found that at caffeine levels higher than 300 mg/day;, total sleep time (TST) decreased (F = 13.9,
p < 0.01), with an increase of insomnia (ORa [95%CI] = 1.5 [1.1-1.9]) and sleep complaints (ORa
[95%CI] = 1.9 [1.1-3.3]), whatever the ADORA2A polymorphism. Odds ratios were adjusted (ORa)
for sex, age, and tobacco. However, in low caffeine consumers, lower TST was observed in the T
allele compared to homozygote rs5751876 and rs3761422 C carriers. Conversely, higher TST was
observed in rs2298383 T allele compared to C and in rs4822492G allele compared to the homozygote
C (p < 0.05). These 4 SNPs are in strong linkage disequilibrium. Haplotype analysis confirmed the
influence of multiple ADORA2a SNPs on TST. In addition, the rs2298383 T and rs4822492 G alleles
were associated with higher risk of sleep complaints (Ora = 1.9 [1.2-3.1] and Ora = 1.5 [1.1-2.1])
and insomnia (Ora = 1.5 [1.3-2.5] and Ora = 1.9 [1.3-3.2). The rs5751876 T allele was associated
with a decreased risk of sleep complaints (Ora = 0.7 [0.3-0.9]) and insomnia (Ora = 0.5 [0.3-0.9]).
Our results identified ADORA2A polymorphism influences in the less-than-300-mg-per-day caffeine
consumers. This opens perspectives on the diagnosis and pharmacology of sleep complaints and
caffeine chronic consumption.

Keywords: caffeine; sleep; adenosine A2A receptor; ADORA2A; polymorphisms

1. Introduction

Consumption of caffeine, an adenosine receptor antagonist, is the most widely consumed stimulant
in the world [1,2]. It is found in a variety of foods and beverages, such as coffee, tea, chocolate, and
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energy drinks; coffee being the primary dietary caffeine source in Western Europe and the United States.
It is used to enhance performance by athletes and as a countermeasure against fatigue in shift workers,
airline pilots, and truck drivers [3]. Caffeine attenuates waking and sleep electroencephalographic
markers of sleep homeostasis in humans [4].

Itis generally accepted that caffeine promotes wakefulness by unselectively antagonizing adenosine
receptors in the brain [2,5]. Adenosine is a metabolic intermediate of the energy-rich molecule
adenosine-tri-phosphate (ATP), acting as an endogenous homeostatic sleep factor, with increased levels
in the basal forebrain during prolonged wakefulness and resolves during sleep [6]. The sleep-inducing
effects of extracellular adenosine are mediated mainly through the inhibitory G protein-coupled
adenosine A1 receptor and the excitatory G protein-coupled adenosine A2A receptor (A2AR) that
are ubiquitously distributed throughout the brain [5]. Accumulating evidence suggests that among
these receptors responsible for sleep induction, the role of A2A is predominant in sleep regulation,
whereas Al contributes to sleep induction in a region-dependent manner but may not be absolutely
necessary for sleep homeostasis [7]. In our previous study, we described an upregulation of A2AR
expression in human leukocytes from healthy young subjects after 24 h of sleep deprivation while
A1R was not changed [8]. The metabolism, clearance, and pharmacokinetics of caffeine is affected by
many factors (age, smoking, diet, medications, sex and hormones, liver disease, obesity) and also by
genetic variability affecting caffeine levels and effects at the pharmacokinetic and pharmacodynamic
levels that both critically drive the level of caffeine consumption [9]. Both at pharmacodynamic and
consumption levels, and those of tolerance to sleep deprivation and side effects, several polymorphisms
of the ADORA2A gene, the major target of caffeine action in the brain, have been shown to be
implicated [10-14].

The ADORAZ2A locus is located on human chromosome 22 and contains a set of SNPs (single
nucleotide polymorphism), the most studied being rs5751876 (formally designated as 1976C/T or
1083C/T). Other polymorphisms such as rs2298383 and rs3761422 are in high linkage disequilibrium
with the rs5751876 [12]. The 1976T>C polymorphism of ADORA2A modulates the EEG activity of the
wake-sleep continuum [15], contributes to individual sensitivity to caffeine effects on sleep [11] and
greater sensitivity to caffeine-induced anxiety [12]. Recently, an association was found between caffeine
consumption and objective sleep variables in the T allele genotype carriers and not in the CC genotype
of the ADORA2A rs5751876 single nucleotide polymorphism (SNP) [16]. Furthermore, among several
ADORAZ2A polymorphisms, rs5751876 and several other variants in high LD (linkage disequilibrium)
(rs5751862, rs2298383, and rs3761422), as well as the corresponding haplotypes, were found associated
with anxiety, and of these variants, rs2298383 was shown to possess functional potential and might,
therefore, represent the true underlying causal variant [17]. In a second study, these authors showed
that the rs5751876 SNP is highly correlated with in vivo adenosine A1 receptor binding in the human
brain [18].

Our aim is to assess the influence of six ADORA2A SNPs on self-reported sleep characteristics and
caffeine consumption in a French active worker population (n = 1023 participants). The six ADORA2A
SNPs, selected because of their involvement in caffeine consumption, sensitivity to caffeine effects
on sleep, sleep disorders and anxiety in literature, were rs5751876, rs2298383, rs3761422, rs5751862,
rs2236624, and rs4822492.

The principal conclusions are that: (1) in low caffeine consumers (less than 300 mg per day) a
combination of ADORA2A polymorphisms influences TST (total sleep time) and the risk of sleep
complaints and insomnia, and (2) at caffeine daily consumption higher than 300 mg/day;, total sleep time
(TST) decreases and prevalence of insomnia and sleep complaints increases, whatever the ADORA2A
polymorphism. This opens perspectives on the diagnosis and pharmacology of sleep complaints and
caffeine chronic consumption.
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2. Results

2.1. Subjects

The questionnaire was completed by 1083 participants of European ancestry. We excluded 60
participants, of which 22 provided a saliva sample that was not usable, one did not sign the informed
consent, 34 had at least one missing response on the questionnaire, and 3 presented an exclusion
criteria. Finally, a total of 1023 questionnaires (618 men and 405 women) were analyzed.

2.2. Sociodemographic Data and Lifestyle Habits

The participants were aged between 18 and 60 years (32.5 + 9.6) and were divided into 60.4%
(N = 618) male and 39.6% (N = 405) female (Table 1). Most of the participants (43.3%) were single,
and 56.6% were married or living with a partner. About 37.8% of them had children. The mean BMI
was 23.6 + 3.5 kg/mz; 56 (5.5%) were obese and 225 (22.0%) were overweight. About 192 (18.8%)
of the participants are current smokers and 81.0% have never been smokers. About 76 (7.4%) of
the participants consumed alcohol and 671 (65.6%) exercised more than 2 h per week. 129 (12.6%)
regularly took pharmaceuticals treatments. The most frequent medications were contraceptive (26.5%),
levothyrox (7.5%), blood pressure (7.5%), allergy (7.4%), asthma (7.5%) and proton pump inhibitor
(PPI, 6.5%) treatments. The use of sedatives concerned only 9 participants (i.e., 0.9%).

Table 1. The sociodemographic data, lifestyle habits, sleep duration, and sleep disorders of subjects.

Women or Men 405 (39.6%) or 618 (60.4%)
Age, years 325 +9.6
BMI, kg/m? 23.6 +3.5
Alcool consumption (min 1 glass/day) 76 (7.4%)
Current smoker (>1 cigarette per day) 192 (18.8%)
Physical activity (>2 h/week) 671 (65.6%)
Shift work (3 x 8 h) 19 (1.9%)
Medication (>5 years) 129 (12.6%)
Caffeine consumption, mg/day 243 + 208
Epworth sleepiness scale, score 7.7+39
Total sleep time, h 70+1.0
Sleep complaints (>3 months) 479 (46.8%)
Sleep disorders
Insomnia 109 (10.7%)
Severe insomnia 4(0.4%)
Sleep apnea 115 (11.2%)
Use of sedative 9 (0.9%)

Values are mean + SD (quantitative variable) or occurrence (%) (qualitative variable), N = 1023.

The mean daily caffeine consumption was 243 + 208 (SD) mg/d. Two hundred and two (19.7%)
pertain to the low (0 to 50 mg/day) caffeine consumer group, 478 (46.7%) to the moderate (51 to
300 mg/day), and 343 (33.5%) to the high (>300 mg/day) caffeine consumers. Age varied among
the groups, with younger subjects in low compared to high caffeine consumers (28.7 + 8.7 years vs.
35.9 + 9.1 years). Smokers were overrepresented (p < 0.01) in the high (30.8%) and moderate (12.1%)
caffeine consumption groups compared to the low caffeine group (7%). In the moderate and the
high caffeine consumer groups, 5.5% and 19.0% of smokers consumed more than 5 cigarettes per day,
respectively. Of the 1023 participants, 46.8% reported sleep complaints and 10.7% insomnia.
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2.3. Sleep Duration, Sleep Complaints and Insomnia According to Caffeine Consumption

The self-reported nocturnal total sleep time (TST) significantly decreased with the increase of
caffeine consumption, whatever the genotype. The ANOVA analysis showed that TST was significantly
lower in high consumers compared with low and moderate consumers (F = 13.85, p < 0.01; Table 2).

Table 2. Total sleep time (TST), sleep complaints, and insomnia, according to caffeine consumption.

Low Caffeine Moderate Caffeine High Caffeine

Statistical
Consumers Consumers Consumers Analysis
(0-50 mg/day) (51-300 mg/day) (>300 mg/day) y
N 202 (19.7%) 478 (46.7%) 343 (33.5%)
TST(total sleep 715+ 1.16 7.04 + 0.89 6.75+ 0.93 *# F=139,p=001
time), hours + SD
Sleep complaints o o o/ % 5 _
>3 months, 7 (%) 93 (46.0%) 206 (43.1%) 180 (52.5%) *# X*=71,p=0.03
Insomnia, 1 (%) 15 (7.4%) 51 (10.7%) 43 (12.5%) * X2 =35,p=0.05

N: number of subjects in the three §roups with caffeine consumption. SD: standard deviation; * p < 0.01, vs. low
caffeine consumers (0-50 mg/day); * p < 0.01 vs. moderate caffeine consumers (51-300 mg/day).

Sleep complaints were significantly higher (ORa = 1.9 [1.1-3.3]) in high caffeine consumers
compared to low and moderate consumers, and insomnia was higher in high compared to low
consumers (ORa = 1.5 [1.1-1.9]).

The percentage of participants reporting caffeine side effects significantly increased with the daily
caffeine consumption (p < 0.01), with 50% reporting at least one side effect when caffeine consumption
is higher than 300 mg. The diuretic effect of caffeine is prevalent when caffeine consumption is higher
than 300 mg.

2.4. Genotype Prevalence of the Six ADORA2A Polymorphisms

The genotype prevalence of the six ADORA2A SNPs in our study is similar to the 1000 Genomes
Project data on the GRCh38 reference assembly (Table 3). Genotype frequencies of all SNPs conformed
to the Hardy-Weinberg equilibrium (p > 0.16 for all). The pairwise linkage disequilibrium analysis
showed moderate to strong LD between ADORAZ2A variants (Figure 1B). We observed a R-square
value >0.8 between rs2298383, rs3761422, rs5751876, and rs4822492.

A: ADORA 2A, gene structure and SNPs
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Figure 1. Genomic organization of the ADORA2A gene (NM_000675 located on Chr. 22q11.23,
GRCh38.p12) with the position of selected SNPs (A) and pairwise linkage disequilibrium (LD)
structure (B). ADORA2A coding exons are 1, 2, 3, 4, and illustrated by higher black block. On the
GRCh38 reference genome, the rs5751862 is on 5'regulation, rs2298383 and rs3761422 are 5'UTR,
152236624 is intronic on 3-4, rs5751876 is a synonymous variant located on the exon 4, and rs4822492 is
on 3'UTR AS. Shades of colored/numbers in boxes show the extent of LD (red/higher numbers = higher
LD, white/lower numbers = lower LD) assessed through statistics D’ and R-square.
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Table 3. The six ADORA2A SNPs characteristics and genotypes frequencies.

Genotype Frequency
Gene Position . .
SNP (GRCh38) Chromosome/Location Genotype This Study 1000 Genomes
, G/G (a) 28.8 25
1s5751862 . 85 flzrt‘llgn o 4%)%/ 596 G/A 482 50.5
& A0, A/A 21.9 24
2/ C/C (a) 20.6 17.1
rs2298383 5'UTR C/T 453 48.5
24,429,543 T 304 344
2/ C/C (a) 38.9 38.4
1s3761422 5'UTR C/T 44.8 46.3
24,430,704 T/T 14.6 15.3
2 C/C (a) 61.1 54.7
152236624 Intron 34 C/T 32.8 36.8
24,440,056 T 51 85
2/ C/C (a) 35 37.4
rs5751876 Exon 4 C/T 445 47.1
24,441,333 T 181 155
, C/C (a) 20.5 17.1
rs4822492 (afltitgie) o 4127/ 626 C/G 45.1 48.5
e G/G 33 34.4

(a) ancestral genotype; N = 1023 in this study.

2.5. Impact of the Six ADORA2A SNPs on Total Sleep Time (TST) According to Caffeine Consumption

The two-way ANOVA analysis showed no significant effect of genotype but a significant effect
of caffeine consumption on TST for the six ADORA2A SNPs, with significant interaction between
genotype and caffeine consumption for 4 SNPs (Tables 4 and 5). Post hoc analysis showed that genotype
is associated with a significant difference in TST only for low caffeine consumers (<50 mg per day, i.e.,
less than one expresso coffee per day). In low caffeine consumers, TST level was significantly lower in
the T/C and T/T carriers compared to C/C (ancestral) carriers of two ADORA2A SNPs (rs5751876 and
rs3761422) while TST level was higher in the T/T (vs. C/C) carriers of the rs2298383 and the G (G/C and
G/G) compared to C/C carriers of the rs4822492 (Table 5).
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Table 4. Impact of the six ADORA2A SNPs on total sleep time (TST), sleep complaints, and insomnia.

60f17

SNP Genotype N Total Sleep Time (TST) Sleep Complaints Insomnia
Mean + 95% CI 1 (%) ORa (95% CI) n (%) ORa (95% CI)
rs5751862 G/G (a) 293 7.02+0.12 124 (42.3%) 1 32 (10.9%) 1
G/A 493 6.98 +0.14 226 (46.0%) 1.2 (0.9-1.5) 46 (9.3%) 1.2 (0.73-2.13)
A/A 224 6.89 + 0.16 123 (54.7%) 1.6 (0.9-2.3) 30 (13.4%) 0.8 (0.52-1.34)
rs2298383 C/C (a) 210 6.99 + 0.14 88 (41.9%) 1 23 (10.9%) 1
c/T 463 6.94 +0.12 207 (44.7%) 1.2 (0.6-1.4) 40 (8.6%) 0.8 (0.4-1.3)
T/T 332 7.01+0.14 174 (52.4%) 19 (1.2-3.1)* 44 (13.3%) 1.5(1.3-25)*
rs3761422 C/C (a) 398 6.99 + 0.10 200 (49.1%) 1 49 (12.0%) 1
c/T 458 6.91 £ 0.10 204 (44.5%) 0.7 (0.6-1.0) 38 (8.3%) 0.6 (0.4-0.9) *
T/T 149 7.08 +0.16 64 (43.0%) 0.8 (0.5-1.1) 19 (12.8%) 0.6 (0.6-1.7)
rs2236624 C/C (a) 625 6.97 + 0.04 299 (47.8%) 1 67 (10.7%) 1
c/T 337 6.94 + 0.05 153 (45.4%) 0.9 (0.7-1.2) 35 (10.4%) 0.9 (0.6-1.6)
T/T 51 7.03+0.14 21 (41.2%) 0.8 (0.4-1.4) 7 (13.7%) 1.4 (0.6-3.2)
rs5751876 C/C (a) 359 6.98 + 0.05 185 (51.5%) 1 46 (12.8%) 1
C/T 454 6.93 + 0.04 198 (43.6%) 0.7 (0.5-0.9) * 36 (7.9%) 0.5(0.3-0.9) *
T/T 182 6.99 + 0.08 80 (43.2%) 0.7 (0.5-0.9) * 21 (11.5%) 0.9 (0.5-1.5)
rs4822492 C/C (a) 210 6.98 + 0.05 89 (42.4%) 1 23 (10.9%) 1
C/G 461 6.93 + 0.04 207 (44.9%) 1.1 (0.5-1.2) 39 (8.4%) 1.3 (0.7-2.2)
G/G 339 7.01 £0.07 178 (52.5%) 1.5(1.1-21)* 46 (13.6%) 19(1.3-3.2) *

A = ancestral. * p < 0.05 significant difference vs. the ancestral genotype (C/C for rs5751876, rs2298383, rs3761422, and rs4822492). N is the total number of subjects with the alleles, 7 is the
number of subjects with sleep complaints and insomnia for each genotype. ORa: adjusted odds ratio (age, tobacco, sex).
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Table 5. Impact of the six ADORA2A SNPs on total sleep time (TST) according to caffeine consumption.

7 of 17

Low Caffeine Moderate Caffeine Consumers High Caffeine
SNP Genotype Consumers (0-50 mg/day) (51-300 mg/day) Consumegrs (>300 mg/day) ANOVA (F (p))
N Mean + 95% CI N Mean + 95% CI N Mean + 95% ¢ Caffeine Groups  Genotype  Interaction
(F2,1021) (F2,1021) (F4,1019)
rs5751862 G/G (a) 52 (17.8%) 7.23 +0.44 148 (50.5%) 7.09 +0.22 93 (31.7%) 6.95 +0.14
G/A 106 (21.5%) 7.28 +£0.26 223 (45.1%) 710 £0.14 # 164 (33.1%) 6.81 +£0.12# 7.4 (p =<0.001) 02(p=078 12(p=0.26)
A/A 39 (17.3%) 7.46 +0.44 102 (45.3%) 6.94 + 0.18 83 (36.9%) 6.77 £ 0.18 #
rs2298383 C/C (a) 62 (18.7%) 6.93 + 0.44 155 (46.8%) 710+ 0.14 114 (34.4%) 6.96 +0.18
/T 92 (19.8%) 713 +£0.44 198 (42.7%) 7.09 +0.14 172 (37.1%) 6.79 £+ 0.12 # 8.2 (p < 0.001) 02(p=081) 19(p=0.03)
T/T 44 (20.9 %) 752 +0.32* 113 (53.8%) 6.99 +0.16 # 53 (25%) 6.88 +0.14 #
rs3761422 C/C (a) 79 (19.3%) 7.56 +0.28 187 (45.8%) 7.00 £ 0.16 # 131 (32.1%) 6.84 +0.14 #
/T 89 (19.4%) 7.00 £0.32* 204 (44.5%) 7.06 +0.14 164 (35.8%) 6.79 + 0.12 # 7.1 (p =< 0.001) 04(p=066) 1.2(p=0.04)
T/T 28 (18.8%) 6.85 +045* 76 (51.0%) 7.27 +0.32 45 (30.2%) 6.99 + 0.10 #
rs2236624 C/C (a) 130 (20.8%) 7.30 £ 0.26 284 (45.4%) 7.00 £ 0.12 # 210 (33.6%) 6.86 + 0.10 #
C/T 60 (19.6%) 717 £0.36 159 (47.2%) 7.21+ 0.20 117 (34.7%) 6.74 +0.14 # 3.5 (p =0.002) 03(p=073) 14(p=0.18)
T/T 11(21.6%) 6.62 + 0.80 27 (52.9%) 712 +0.32 13 (25.4%) 7.05 +0.28 #
rs5751876 C/C (a) 68 (18.9%) 7.53 +0.30 165 (46.0%) 6.99 +0.14 # 125 (34.8%) 6.85+0.14 #
C/T 91 (20.0%) 7.05 +0.32 % 199 (36.5%) 7.09 +0.20 163 (35.9%) 6.80 £ 0.12 # 7.5 (p < 0.001) 01(p=091) 1.8(p=0.04)
T/T 38 (20.9%) 6.92 +0.48 % 98 (53.8%) 7.01 +0.28 49 (26.9%) 6.97 +0.20
rs4822492 C/C (a) 44 (21.0%) 6.93 + 0.44 113 (53.8%) 6.99 +0.14 53 (25.2%) 6.86 + 0.14
C/G 91 (19.7%) 7.26 +0.32* 200 (43.3%) 7.09 +0.14 169 (36.7%) 6.79 + 0.12 # 8.2 (p < 0.001) 01(p=0.89) 1.8(p=0.04)
G/G 64 (18.9%) 7.52 + 0.30* 159 (46.9%) 710 £0.24 # 115 (33.9%) 6.96 + 0.18 #

A = ancestral. * p < 0.05 significant difference vs. the ancestral genotype (C/C for rs5751876, rs2298383, rs3761422, and rs4822492). # p < 0.05 versus low caffeine consumers (0-50 mg/day).
N is the total number of subjects with the alleles, 7 is the number of subjects with sleep complaints and insomnia for each genotype (% are calculated according to the number of subjects in
each caffeine group; see Table 5). F; 1921 and Fy 1919 are results of the 2-way ANOVA (caffeine consumption groups X SNP alleles) analysis.
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2.6. Impact of ADORA2A Haplotypes on Total Sleep Time (TST) According to Caffeine Consumption

Six (1 to 6) different haplotypes (ATCCCG, GCTTTC, GCTCTC, GTCCCG, GCCCTC, GCCCCC)
and one Rare were found, the higher frequency being 45.3% for haplotype 1 (Table 6). The haplotypes
2 (21.2%) and 3 (15.7%) in our study respectively corresponded to the haplotypes HT1 and HT4 in the
Bodenmann et al. (2012) study [14]. In the Bodenmann study, HT4 haplotype carriers consistently
performed at a higher level on a PVT task during sleep deprivation and presented less rebound of
SWA (slow-wave activity) in recovery sleep than non-HT4 carriers.

Table 6. The ADORA2A haplotypes frequencies (n = 1023 participants).

1s5751862 1rs2298383 rs3761422 rs2236624 1s5751876 rs4822492 %

1 A T C C C G 45.3%

2 G C T T T C 21.2%
3a G C T C T C 15.7%
4 G T C C C G 11.1%
5 G C C C T C 2.8%

6 G C C C C C 2.6%
Rare 1.30%

Rare are haplotypes <1%,; @ corresponding to HT4 of Bodenmann et al. (2012) [14].

The two-way (caffeine and haplotype) ANOVA analysis showed no significant effect of haplotype
(p = 0.10; F = 1.42) but a significant effect of caffeine consumption (p = 0.02; F = 4.51) on daily TST, with
a significant interaction (p = 0.03; F = 2.42). All haplotypes are associated with a significant effect of
caffeine consumption, with the lower TST level in high consumers in comparison with low consumers
(Table 7). In addition, the TST was significantly lower in low caffeine consumers in the haplotypes 2
and 3 (GCTTTC and GCTCTC) compared with the most frequent haplotype 1 (ATCCCG) (Table 7,
Figure 2). In moderate compared with low caffeine consumers, TST was not significantly different
in the haplotypes 2 and 3 (GCTTTC and GCTCTC), whereas it was significantly lower for four other
haplotypes (1 and 4 to 6).

Table 7. Impact of ADORA2A haplotypes on total sleep time (TST) according to caffeine consumption.

TST (h)

Low Caffeine = Moderate Caffeine  High Caffeine Caffeine

Haplotype All Subjects Consumers Consumers Consumers Consumption

(0-50 mg/day) (51-300 mg/day) (>300 mg/day) Effect

ATCCCG 6.81 +£0.08 754 +0.1 6.99 + 0.14# 6.60 + 0.18 # p <0.001
GCTTTC 6.63 +0.19 6.92 + 0.25* 6.88 £ 0.17 6.46 + 0.28# p <0.01
GCTCTC 6.70 + 0.17 7.04 + 0.26* 6.89 + 0.34 6.55 + 0.23# p <0.05
GTCCCG 6.87 +0.18 7.38 +0.32 7.05 + 0.38# 6.69 + 0.3# p <0.001
GCCCTC 6.83 + 0.4 7.51 +0.27 7.05 + 0.28# 6.60 + 0.52# p <0.001
GCCCcCC 6.76 +0.23 7.30 £ 0.27 7.03 + 0.42# 6.54 + 0.42# p <0.001
Rare 6.79 + 0.46 7.31 £ 0.57 7.01 £ 0.62 6.60 + 0.62# p < 0.001

Mean + 95% CI; * versus ATCCCG (most frequent haplotype 1); # versus low caffeine consumers (0-50 mg/day).
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Figure 2. Impact of the six haplotypes of ADORA2A on total sleep time (TST).Values are mean + 95%
CIL * difference (p < 0.005) between GCTTTC and ATCCCG haplotype 1 (45.3%); # between GTCCCCG
and ATCCCG (p < 0.05).

2.7. Impact of the Six ADORA2A SNPs on Sleep Complaints and Insomnia According to Caffeine Consumption

The risk of sleep complaints was significantly lower in the C/T and T/T compared to C/C (ancestral)
genotype carriers for rs5751876 in moderate caffeine consumers and all subjects. However, in moderate
and in all subjects, the risk of sleep complaints was higher in T/T compared to C/C for rs2298383 and
in G/G compared to C/C (ancestral) genotype carriers for rs4822492 in moderate and in all subjects
(Tables 4 and 8).

Table 8. Impact of the six ADORA2A SNPs on sleep complaints according to caffeine consumption.

Moderate Caffeine

Low Caffeine Consumers High Caffeine Consumers
SNP Genotype (0-50 mg/day) (51(3233 ‘I‘n";;iy) (>300 mg/day)
1 (%) ORa (95% CI) n (%) ORa (95% CI) 1 (%) ORa (95% CI)
rs5751862 G/G (a) 21 (40.4%) 1 57 (37.3%) 1 56 (52.3%) 1
G/A 52 (49.1%) 1.5 (0.6-3.9) 96 (42.1%) 1.3 (0.9-2.6) 79 (49.4.5%)  0.85(0.5-1.2)
A/A 18 (46.2%) 1.3 (0.9-8.7) 59 (55.7%) 1.4 (0.8-2.1) 46 (57.5%) 1.27 (0.8-2.0)
rs2298383 C/C (a) 19 (43.2%) 1 44 (38.9%) 1 24 (45.3%) 1
C/T 46 (50.6%) 1.3 (0.6-2.7) 71 (35.9%) 1.1 (0.7-1.8) 87 (50.6%) 1.1 (0.7-1.8)
T/T 26 (41.9%) 0.9 (0.6-1.6) 85 (54.8%) 15(1.1-2.8)* 60 (52.6%) 1.3 (0.9-2.9)
rs3761422 C/C (a) 35 (44.3%) 1 100 (51.8%) 1 65 (51.6%) 1
C/T 44 (49.4%) 1.3 (0.3-1.6) 74 (35.4%) 0.7 (0.4-1.1) 86 (53.8.%) 1.1 (0.6-1.6)
T/T 11 (39.3%) 0.3 (0.1-1.1) 33 (41.8%) 0.7 (0.4-1.4) 20 (47.6%) 0.9 (0.5-1.5)
152236624 C/C (a) 59 (45.4%) 1 132 (45.5%) 1 108 (52.7%) 1
C/T 31 (51.7%) 1.1 (0.5-2.6) 63 (38.4%) 0.9 (0.6-1.4) 59 (52.2%) 0.9(0.6-1.2)
T/T 2 (18.2%) 0 14 (48.3%) 0.9 (0.3-2.2) 5 (45.5%) 1.1 (0.5-2.5)
rs5751876 C/C (a) 31 (45.6%) 1 90 (52.6%) 1 64 (56.3%) 1
C/T 43 (47.3%) 1.2 (0.6-2.6) 72 (35.3%) 0.6 (0.4-0.9) * 83 (52.2%) 0.9(0.6-1.2)
T/T 17 (44.7%) 0.8 (0.3-1.6) 41 (49.6%) 0.8 (0.3-1.2) 22 (47.8%) 0.8 (0.5-1.3)
rs4822492 C/C (a) 19 (43.2%) 1 45 (39.8%) 1 24 (45.3.%) 1
C/G 46 (50.5%) 0.7 (0.3-1.6) 72 (36.0%) 0.8 (0.5-1.6) 86 (50.9%) 1.1 (0.6-2.3)
G/G 28 (43.8%) 1.0 (0.4-2.1) 87 (54.7%) 1.8 (1.1-2.9)* 61 (53.0%) 1.3 (0.6-2.5)

(a) = ancestral. * p < 0.05 significant difference vs. the ancestral genotype; CI; * versus ATCCCG (most frequent
haplotype 1).

The results on the impact of six ADORA2A SNPs on reported insomnia, according to the three
groups of caffeine consumers, are not shown because less than 10% of subjects were concerned and
the numbers of subjects carrying each of the genotype SNPs in the different caffeine groups were low.
However, if we consider all subjects, the risk of insomnia is significantly higher for the T/T and G/G
compared to C/C ancestral genotype carriers of rs2298383 and rs4822492, respectively (Table 4).
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3. Discussion

In the present study, we investigate the effect of six genetic polymorphisms of ADORA2A on sleep
(duration and disorders) and the association with caffeine consumption groups (low, moderate, and high
consumers) in 1023 French active workers aged between 18 and 60 years. We selected polymorphisms
that were associated previously with the interindividual variability in brain electrical activity during
sleep and wakefulness [14,15], with the individual sensitivity to subjective and objective caffeine effects
on sleep [11,19], anxiogenic response to caffeine [12,20], with caffeine consumption [10], with individual
differences in anxiety-related personality and panic disorder [17], and sleep disturbances [19,21]. We
delineate three groups of caffeine consumers according to several criteria. There is a consensus that the
daily ingestion of 300-400 mg caffeine (around 4-5 cups of expresso coffee) does not raise any health
concern, and that high doses of caffeine (400-800 mg in one sitting) may have negative effects (anxiety,
nervousness, insomnia, tachycardia, and trembling) [22]. Moreover, 300 mg is also the dose of caffeine
contained in the pharmacological form of the slow-release caffeine that was shown to be an advisable
alternative to other psychostimulants for long work schedules, and night shifts [23]. The low caffeine
consumers (0-50 mg/day) were in accordance with Rogers et al. (2010) [12].

Our study focuses on healthy and active workers of European ancestry, excluding retired and
medical workers, who are neither overweight nor obese according to WHO criteria, who practice
physical activity for the majority, consume little alcohol, with very few smokers. As the genotype
frequency analysis shows, our population is very similar to the 1000 Genomes project population [24].

The significant impact of genetic variants on TST is only shown in low caffeine consumers (0-50 mg,
corresponding to less than one expresso coffee per day). Several genetic mutations are associated
with lower or higher TST. Individuals carrying T allele (homozygous or heterozygous) of rs5751876
and rs3761422 exhibit a significant lower TST whereas T allele of rs2298383 is associated with higher
TST when compared to homozygous C ancestral allele carriers. In addition, TST is higher for the G
allele (homozygous or heterozygous) carriers of rs4822492 compared to the ancestral homozygote
C/C. The haplotype analysis revealed a significant lower TST for two haplotypes (2 and 3) combining
T allele carriers of rs5751876 and rs3761422, and C allele carriers of rs2298383 and rs4822492, in
comparison to the more frequent haplotype 1 (45.3%). Furthermore, TST was significantly lower in
high caffeine consumers (>300 mg per day) compared to low and moderate, regardless of the selected
ADORA2A polymorphism.

Secondly, our results showed that the risk of sleep complaints and insomnia is higher in participants
carrying mutations on rs2298383 and rs4822492 (after adjustment for age, tobacco, and sex) in moderate
and all caffeine consumers, but not in high consumers. There were significantly more subjects with
sleep complaints in the high caffeine group (52.5%) than in the two other groups, and more subjects
with insomnia comparatively with the low caffeine group (12.5 % vs. 7.4%).

Therefore, biological follow-up of genetic variants of the G-protein coupled Aja receptor can
provide additional insights into molecular processes underlying sleep duration and disorders, valuable
for enhancing scientific knowledge of sleep and for informing new therapeutic approaches. Subsequent
pharmacological studies from several laboratories have demonstrated that adenosine and its receptor
agonists promote, but antagonists such as caffeine inhibit, both NREM and REM sleep stages [25].
There are four G protein-coupled adenosine receptor subtypes, A1, Aza, Agp, and Aj [26], and
accumulated findings indicate a predominant role of A2AR in sleep regulation and caffeine-induced
wakefulness [7,27]. We previously showed that one night of sleep deprivation induced an up-regulation
of the A2AR gene expression in leukocytes from healthy subjects [28].

The genetic variation of ADORA2A was found to be an important determinant of wake promotion
by caffeine, particularly the rs5751876 polymorphism [11,29]. Using polysomnography EEG in healthy
males in the recovery night after sleep deprivation, Retey et al. [11] observed that caffeine increases
spectral power in the beta band (16.625-20.125 Hz) in C/C compared to T/T genotype carriers of the
ADORAZ2A ¢.1083T/C genotype (also designated 1976C/T or rs5751876 now). As in our study, the C/C
genotype for rs5751876 seems associated with an increased likelihood of being sensitive to caffeine
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and an increased likelihood of insomnia when exposed to caffeine. Moreover, caffeine was shown to
attenuate the rebound of SWA (slow-wave activity) occurring in the recovery night following sleep
deprivation in subjects with non-HT4 haplotype ADORA2A only (this does not occur in HT4) [14].
Our results, in particular, the haplotype analysis, confirm that caffeine sensitivity is associated with
several SNP mutations. We showed that the haplotypes carriers which are insensitive to caffeine effects
on sleep were T allele carriers for rs5751876 and rs3761422, while being C carriers for rs4822492 and
rs2298383. This profile is similar to the HT4 profile described by Bodenmann et al. [14] and confirms
that T allele carriers of rs5751876 seem insensitive to caffeine effects on sleep duration [11,14]. However,
Nunes et al. 2017, with a polysomnographic study, failed to demonstrate an association between
ADORAZ2A genotypes and sleep variables, as well as the lack of stronger correlations between caffeine
load and other sleep variables [16].

In our study, we can suggest that once the C/C genotype carriers of rs5751876 and rs3761422 have
taken caffeine, their sleep time will match that of T/T and C/T. Also, when G allele carriers for rs4822492
have taken caffeine, their TST will match the one of C/C, which pertains to the HT4 haplotype of
Bodenmann et al. (2012) [14]. The rs5751876 SNP is a synonymous variant (it does not cause an amino
acid change in the encoded protein) located on the exon 4 position, while rs2298383 and rs3761422 are
located in the 5'UTR, and rs4822492 in 3’'UTR, respectively.

We evidenced that both 152298383, rs3761422, and rs4822492 are in strong linkage disequilibrium
with the most studied rs5751876 SNP. Thus, these SNPs may represent potential functional
variants [30,31] implicated in the relationship between sleep duration and caffeine consumption.
Alternative splicing of the 5’"UTR could play a crucial role in the post-transcriptional regulation of
G protein-coupled receptors, including the modulation of translational efficiency, message stability,
and subcellular localization, and differential expression of 5"UTR splice variants of the adenosine Aja
receptor gene was shown in vitro in human stimulated granulocytes in sepsis patients compared to
healthy volunteers [32]. The 3'UTR region contains binding sites for regulatory proteins and miRNA
which can down-regulate post-transcriptional genes expression by inhibiting protein translation or by
destabilizing target transcripts. A second study of Kreth et al. [33] team has described the regulation
of A2AR mRNA translation in human polymorphonuclear leukocytes by three miRNA. Barett et al.
(2012) [31] reviewed the different mechanism by which non-coding regions, including the 5" and 3’
UTR, introns, and intergenic regions, are vital for the precise regulation of gene expression.

In our study, TST was significantly lower in participants with the haplotypes 2 and 3 compared
with the more frequent protective haplotype 1 (ATCCCG, 45.3% of participants). Haplotype 3, which
corresponds to the HT4 haplotype of Bodenmann et al. (2012) [14], confirmed the SNPs analysis for
rs5751876 and rs3761422 (T variant sleeping less) and for rs4822492 and rs2298383 (C variant sleeping
less). The alleles for rs5751876, rs3761422, rs2298383, and rs4822492 in haplotype 1 are in higher
frequency compared to the ones in haplotype 2 and 3.

In this study, we evidenced significant differences between total sleep time (TST) among variants
of four SNPs of ADORA2A and two haplotypes but in low caffeine consumers only, and three of
them have been previously demonstrated as risk variants for anxious personality (i.e., rs5751876,
rs2298383, and rs3761422, in high LD) [17]. In this study, after Bonferroni adjustment for age, sex, and
caffeine consumption, the risk haplotype for the anxiety-related personality score (HA1 subdimension,
anticipatory worry, and pessimism vs. uninhibited optimism) included alleles rs5751876-T, rs3761422-T,
and rs2298383-C. We found two similar haplotypes (2 and 3) associated with lower TST in comparison
with the more frequent protective haplotype 1 which suggested that lower TST in low caffeine
consumers may be related to anxiety-related personalities.

Moreover, in our study, the risk of sleep complaints was significantly higher for participants
carrying the T/T and G/G compared with C/C ancestral genotype for rs2298383 and rs4822492,
respectively, and this was observed when considering all subjects and also in moderate caffeine
consumers. A recent cross-sectional population-based study on the relationship between depression
and symptoms and the rs2298383 SNP for ADORA2A (1253 participants aged 18-35 years, including
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228 in current episode of depression) demonstrated that the TT genotype of rs2298383 (compared
to CC plus CT) is associated with reduced risk depression and reduced sleep disturbances and
less difficulty in concentrating after adjustment for confounding variables such as smoking, gender,
socioeconomic class, and ethnicity [21]. This result differs from ours likely because we estimated sleep
complaints risk by comparison with the rs2298383 ancestral C/C genotype, as previously described by
Hohoff et al. (2010) [17]. Furthermore, our results are consistent regarding genotype frequencies for
the six SNPs with those of the 1000 Genomes Project [24] and are consistent with the results on the risk
of insomnia.

Indeed, the risk of insomnia is also significantly higher for the T/T compared to the ancestral
C/C genotype for rs2298383 and also for G/G carriers of rs4822492, when considering all subjects.
In our study, it was difficult to analyze the impact of ADORA2A SNPs on insomnia on the three
groups of caffeine consumers because only 10.7% of subjects were identified with insomnia. To our
knowledge, the rs4822498 ADORA2A has been identified only once in a genome-wide study on the
association between caffeine-induced sleep disturbance and several genetic variants, and the result
was inconclusive [19].

With respect to sleep complaints, our results showed no significant difference in sleep complaints
prevalence between genotypes in the six ADORA2A SNPs among high caffeine consumers, who are
more than half of those affected (52.5%). This result suggests that other genetic mutations may be
implicated in the high caffeine dose effect on sleep complaints [34], such as SNPs for ADORA1A.
However, multiple variants of the ADORA1A were shown not to be implicated in caffeine-related sleep
disturbances [35] nor caffeine-related anxiety (Rogers et al., 2010), and not associated with the in vivo
variation of A1AR availability in the human brain compared while ADORA2A rs5751876 was [18].
For us, genetic variants for the cytochrome P450 1A; (CYP1A2), the main system responsible for caffeine
metabolism, and variants for pro-inflammatory cytokines should be investigated. Indeed, mutations
on the CYP1A2 gene were recently shown to influence abstract reasoning in a large population (1374
participants) under free caffeine intake in everyday life [36], and genetic variations of inflammatory
cytokines IL-6 and TNF-« have been associated in several studies with sleep disturbances [37] and
susceptibility and severity of obstructive sleep apnea [38,39].

Moreover, several studies have also shown that T/T genotype carriers for rs5751876 of ADORA2A
are associated with higher anxiogenic responses to caffeine [12,20]. The differential response of T/T vs.
C/C and C/T genotypes was apparent at 100 mg dose of caffeine, and similar results were found for
the nearly completely linked SNP rs3761422 and rs2298383 (but not significant after adjustment for
multiple testing for the latter) [12]. For Childs et al. (2008) [20], individuals with the C/C genotype for
rs2298383 and rs4822492 reported significantly higher anxiety than those with the T/T genotype and
G/G, respectively. We can suggest that as soon as caffeine is consumed, anxiety may be implicated in
the relationship with sleep duration, particularly in participants carrying the T allele (homozygote and
heterozygote) for rs5751876, rs3761422, and rs2298383, and being in the lower frequency C/C genotype
for rs4822492.

However, our study also has several limitations that need to be addressed in future studies.
We have relied on self-report data for all of the variables analyzed, which can be influenced by
perception bias [40]. To this end, it will be important to investigate the impact of ADORA2A SNPs
on sleep duration using polysomnography or actigraphy to get an objective measure of sleep. These
methods provide greater accuracy of measurement, but they are much more time-consuming and less
conducive to our large sample sizes study. However, we confirmed the association between sleep and
rs5751876 that was initially discovered in a sample that used polysomnography [15], which suggests
that self-report data, while imperfect, is a somewhat reliable measure of the true phenotype and may
be of particular use in large-scale genetic studies.
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4. Materials and Methods

4.1. Study Design and Participants

This is a cross-sectional population-based study of active French workers (men and women) aged
18 to 60. The sample consisted of 1023 participants recruited from Hotel Dieu sleep center (APHP),
the medical department of EY (First Tower, La defense) and the armed forces biomedical research
institute (IRBA). The study received the agreement of the Cochin — CPP Ile de France 1 (Paris) Ethics
Committee and was approved by the Agence Nationale pour la Sécurité du Médicament (ANSM)
(2017-A00234_49). It was conducted according to the principles expressed in the Declaration of Helsinki
of 1975, as revised in 2001 after obtaining written informed consent for all the participants. The study
has been registered on the ClinicalTrials.gov public database (NCT number: NCT03855774).

Exclusion criteria were unemployed, retired, medical leave, and pregnant women volunteers, lack
of social insurance, and under-18 years old subjects.

4.2. Questionnaire

The participants answered a questionnaire for sociodemographic characteristics, assessment of
sleep complaints and disorders, and caffeine intake. All data were obtained by means of a paper
questionnaire and done at the same time as the saliva sampling. The questionnaire was anonymous, and
participants have to refer to the last month to evaluate sleep and wake disorders. The questionnaires
had different types of questioning: open-ended, closed-ended, and multiple-choice questions.

4.2.1. Sleep Habits and Complaints

For sleep evaluation, the questionnaire was constructed based on the Sleep Complaints
Questionnaire-French version (SDQFV) [41], and the Epworth Sleepiness Scale (ESS) [42].

In addition, sleeping pills, stimulated substances, and other drug consumption were informed in
the questionnaire. The SDQFV is a 42-item questionnaire based on the Stanford Sleep Questionnaire and
Evaluation of Wakefulness (SQAW). The French version has been validated in several epidemiological
studies [41]. It covers sleep habits and complaints. We focused on four specific sleep complaints
which are commonly associated with insomnia: (1) difficulties in falling asleep, (2) frequent nocturnal
awakenings, (3) early awakenings, and (4) nonrestorative sleep.

The ESS, a self-administered questionnaire, is a subjective tool to assess sleepiness [42]. To assess
sleepiness, we also introduced several commonly associated items: (1) napping habits; (2) taking more
than five cups of coffee every day; (3) snoring loudly; (4) feeling sleep deprived.

4.2.2. Sleep Complaints

Their definition was based on the International Classification of Sleep complaints (ICSD, 3rd
edition) and the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th revision (DSM-IV) [43].

Insomnia was defined by the presence of at least one of the four sleep complaints over at least one
month and with daytime consequences. Hypersomnia was measured on a daily basis according to
whether patients “fall asleep during the day, during work, while listening to the radio or music, while
traveling, in front of the TV” and scored >10 in the ESS. Severe insomnia, regular use of sedatives, and
sleep apnea were also considered.

4.2.3. Caffeine Consumption

The questionnaire included the following beverages and caffeine-containing foods: coffee with
caffeine, tea, cola, and other carbonated beverages with caffeine, and chocolate. For each item,
participants were asked how often, on average, they had consumed a specified amount of each beverage
or food over the past year. The participants could choose from nine frequency categories (never,
1-3 per month, 1 per week, 2—4 per week, 5-6 per week, 1 per day, 2-3 per day, 4-5 per day, and 6 or more
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per day). Typical milligram doses (Mayo Clinic-http://www.mayoclinic.com/health/caffeine/AN01211)
were assigned to each and an approximate daily intake was obtained [44]. Based on previous
criteria [12,22], participants were then characterized as having low (0-50 mg-day~!), moderate
(51-300 mg-day~!), and high (>300 mg-day ') caffeine intake.

4.3. Saliva DNA Extract and Genotyping

Genotypes were determined by investigators who were blind for trait anxiety, sleep and waking
EEG, subjective sleepiness, and behavioral results. Oragene DNA kits OG-500 (DNAgenotek, Ottawa,
Canada) were used to collect whole saliva samples from healthy adult volunteers (n = 1069) after
rinsing the mouth with water and at least 30 min after eating or drinking. DNA from saliva collected
in Oragene containers are stable for at least five years at ambient temperature. After manual cell lysate
preparation, the genomic DNA purification was performed by the Autopure LS instrument (Qiagen,
Hilden, Germany). DNA quantity, integrity, and ability to PCR were evaluated by quality controls.
One thousand and twenty-three DNA extracts were transferred on 384-well plates. SNP selection
was based on previous studies. Participants were genotyped by predesigned or customized probes;
TagMan SNP genotyping assays were provided by Thermo Fisher Scientific (Whaltham, USA). PCR
was performed on GeneAmp PCR System 9700, and a 7900HT system with SDS software version 2.4
(Applied Biosystems, Foster City, USA) was used for fluorescence detection and allelic discrimination.
A check by Sanger sequencing of PCR products was carried out for rs5751876 because the ADORA2A
gene includes many SNPs in this region. The genomic organization of the ADORA2A gene with SNP
positions investigated in the 1023 participants is illustrated in Figure 1A.

4.4. Statistical Analysis

Statistical tests were performed using R studio (R software (version 3.6.0, 04.24.2019) (www.r-
project.org), and significance (o risk) was fixed at p < 0.05. Qualitative variables are presented as
occurrence and percentage [ (%)] and quantitative variables as mean + 95% CI (confidence interval).
The genotype distributions in both alleles were examined using the Hardy—Weinberg equilibrium.
The difference in TST was calculated using a 2-way analysis of variance (SNP alleles and caffeine
consumption). If a significant interaction was observed, a post-hoc Bonferroni test was used to compare
the allele (heterozygote and homozygote mutation) versus the ancestral allele and caffeine consumption
(moderate and high versus low) for the 6 SNPs. Qualitative variables (sleep complaints) association
with SNP alleles were made using a X2 test. Odds ratio adjusted for age, sex, and tobacco use and the
95% confidence intervals (95% CI) were calculated. The SNPStats program [45] was adopted for linkage
disequilibrium (D, D, and R square) haplotype analysis. All haplotypes identified were computed, but
in order to minimize loss of power, the six haplotypes with a frequency higher than 1% were taken
into account for statistical analysis. The most common haplotype was selected as the reference for
posthoc analysis.

5. Conclusions

In conclusion, our results showed ADORA2A genetic variations related to the duration of nocturnal
sleep in a large population of European ancestry aged 18 to 60 years but only in low caffeine consumers
(below 50 mg per day, i.e., less than one expresso). As soon as participants became moderate caffeine
consumers (51-300 mg per day), the nocturnal sleep decreases whatever the SNPs ADORA2A variants.
At caffeine consumption above 300 mg per day, the six genetic variants of ADORA2A studied here
do not influence the total sleep time which remains significantly lower compared to low caffeine
consumption. These results suggested that caffeine consumption above 300 mg per day may have
completely blocked A2A receptors. The herein presented results confirmed previous results on the
synonymous rs5751876 variant, and added information on several potential functional variants such as
rs3761422, rs2298383 and rs4822492. On the other hand, ADORA2A genetic variations influenced the
risk of sleep complaints and insomnia in all caffeine consumers, notably the 1s2298383, rs4822492 and
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rs5751876. Indeed, the risk of sleep complaints is higher in rs2298383 TT and rs4822492 GG compared to
the ancestral CC genotypes, and lower in rs5751876 CT and TT (Table 4), and this remained significant
in the moderate caffeine consumers. We planned in our future studies to analyze A2A receptors
density, function or gene expression in human blood in relation with the three genotypes of rs2298383,
rs4822492 and rs5751876 ADORA2A variants. It will be interesting in future studies to investigate in
a large population of European ancestry sleep duration and risk of sleep complaints and disorders
concomitantly with multiple candidate SNP including dopamine- and cytokines-related genes [39,46],
and genes involved in the pharmacokinetic and pharmacodynamic of caffeine effects [35,36]. Also,
analysis of changes in A2A receptors density, function or gene expression in human granulocytes
under low and high doses of caffeine consumption will aid in understanding the relationship between
genetic mutations and sleep complaints and disorders, and will have implications for the treatment of
sleep complaints [47].
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ABSTRACT

This study investigated whether five single nucleotide polymorphisms (SNPs) moderated caffeine

effects on vigilance performance in a double-blind and crossover total sleep deprivation (TSD)
protocol in 41 regular caffeine-consuming subjects. In caffeine (2x2.5mg/kg/24h) or placebo-
controlled condition, subjects performed a psychomotor vigilance test (PVT) and reported
sleepiness every six hours during TSD. EEG recordings were analyzed during PVT before and after
24 hours of awakening. The TNF-« interacts with TSD and caffeine. Carriers of A allele appear to
be more sensitive than those of G/G genotype to an attenuating effect of caffeine on lapses related
to sleep deprivation only because they seem more degraded, but they do not perform better as a
result. They also exhibited a higher EEG theta-to-alpha ratio after sleep deprivation in placebo
condition only. The ADORA2A interacts with TSD but not caffeine on lapses and sleepiness, with
T allele carriers being more degraded by sleep deprivation and feeling sleepy than C/C carriers.
The PER3 interacts only with caffeine on lapses and speed. In conclusion, the genetic influence of
TNF-a on neurobehavioral impairments related to TSD seems attenuated by caffeine intake, while
caffeine erasing effect is observed on the genetic influence of homeostatic and circadian sleep
factors. (NCT03859882).

Keywords: genetics, caffeine, total sleep deprivation, psychomotor vigilance test, pro-

inflammatory cytokine, adenosine, gene clock.



45
46
47
48
49
50
51
52

53
54
55
56
57
58

59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

69
70
71
72
73
74

SCIENTIFIC Submission ID a0a0db5d-3df3-400b-be9d-83dbe0df6be5
REPORTS

INTRODUCTION

Several professions are exposed to prolonged wakefulness resulting in increased risk of
accident!. Many studies have shown that total sleep deprivation (TSD) increased daytime
sleepiness and decreased sustained attention®2. It is well established that during sleep loss, the most
consistently parameter affected is the sustained attention, which is in most research, assessed
through the Psychomotor vigilance task (PVT)*®°. Caffeine is the major worldwide most available
stimulant, used by professionals to counteract the sleep loss-related neurobehavioral impairment

and was shown to significantly increase alertness and decrease subjective sleepiness®.

On a physiological point of view, caffeine promotes wakefulness by unselectively
antagonizing adenosine receptors in the brain’. The accumulating evidence suggests that among
the receptors responsible for sleep induction, the role of excitatory adenosine A2 receptor (A2A)
is predominant in sleep regulation, whereas inhibitory Al contributes to sleep induction in a region-
dependent manner, but may not be absolutely necessary for sleep homeostasis. The arousal effect
of caffeine has been found mediated by A2A receptors.

In laboratory studies of sleep deprivation, caffeine administration limited the cognitive
impairment on sustained attention, with doses ranging from 200 to 600 mg®. However, doses of
600 mg of caffeine can cause various side effects such as abdominal pain, nausea, jitteriness,
tachycardia and tremor®. In fact, caffeine doses ranging from 25-300 mg (0.3-4 mg/kg) have been
found sufficient enough to have beneficial effect on PVT performance by decreasing the lapses
number and improving response speed during TSD®%. However, in these studies, the authors
generally included non-caffeine consumers or required caffeine withdrawal prior to sleep
deprivation, whereas it would probably have been preferable to require one to two months of
caffeine withdrawal among regular consumers to create a "non-consumer profile"!t. Few studies

have thus been carried out with no change in habitual caffeine consumption.

Moreover, inter-individual differences exist in cognitive responses to sleep deprivation and
caffeine consumption/administration based on specific genetic polymorphisms, and depending of
sleep and circadian influences'?. Many studies showed the impact of genetic polymorphisms on
cognitive responses to sleep loss establishing vulnerable or resilient profiles to sleep
deprivation*®*4, The circadian clock gene PERIOD3 (PER3) polymorphism determined sustained

attention, subjective sleepiness®® and working memory*®. Also, other genetic polymorphisms are
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implicated in the inter-individual vulnerability to neurobehavioral impairment related to sleep loss
such as the rs1800629 single nucleotide polymorphism (SNP) of the pro-inflammatory cytokine
TNF-al"8, During TSD, G/G (ancestral) allele carriers performed more lapses compared to A
(mutated) allele carriers®” with faster responses for the A allele carriers!®. Catechol-O-methyl
transferase gene (COMT), the main enzyme degrading catecholamines, is associated with
neurobehavioral vulnerability to sleep deprivation!*!8 and with differentiation in sleep duration®.
Finally a genetic variant of ADA, an adenosine metabolizing enzyme, has been shown associated
with inter-individual variability in sleep architecture and the sleep EEG*3. Slow-wave sleep (SWA)
is longer and sleep is more intense in subjects with the G/A genotype than in subjects with the G/G
genotype. Carriers of the G/A genotype are also sleepier and performed worse on an attention task,
and have lower vigor and higher fatigue?.

Regarding genetic interindividual vulnerability to sleep loss and/or caffeine efficiency, the
acute caffeine administration or habitual consumption have been studied. The most studied
rs5751876 ADORA2A (gene of A2A receptor, formally designated as 1976C/T or 1083C/T) was
found associated with habitual caffeine consumption?'. This polymorphism contributed also to
individual sensitivity to effects of habitual caffeine consumption on sleep???, and is associated
with the anxiogenic response to caffeine?®?*, The Bodenman et al., study?® is the only one
demonstrating that the haplotype HT4 carriers of ADORA2A performed faster on the PVT than
carriers of non-HT4 haplotype alleles during TSD, and caffeine failed to counteract the PVT

impairment and the rebound of SWA in recovery sleep.

Despite the many laboratory studies on inter-individual genetic vulnerability in cognitive
responses to TSD, there are few data available on the influence of combined polymorphisms, and
no one adds the effects of caffeine administration. In its restrospective study, Satterfield et al.,*’
evidenced that it is particularly the SNP rs1800629 of TNF-a that determines a level of resilience
to psychomotor vigilance performance impairment due to TSD, whereas no significant association
was found with ADORAZ2A, PER3, TLR4, and a gene polymorphism located in the MHC nearby
that of TNFa, DQB1*0602.

The aim of our study was to evaluate the influence of five SNPs and caffeine effects on
PVT psychomotor vigilance and subjective sleepiness during 38 hours of prolonged wakefulness

in healthy subjects. We also evaluated EEG activity during the PVT testing before and after 24
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hours of prolonged wakefulness (i.e., at 09:15)2. According to the literature, the five SNPs selected
for their involvement in cognitive vulnerability to sleep loss and/or sensitivity to the effects of
caffeine are: TNF-a (rs1800629), ADORA2A (rs5751876), PER3 (rs228697), COMT (rs4680),
and ADA (rs73598374). This choice illustrated that individual cognitive vulnerability to TSD may
be dependent on the homeostatic and circadian systems with a significant impact on the
inflammatory profile. In this study, we included regular caffeine consumers (247 £ 23 mg per day)
to have a population as close as possible to the French population®, and to be able to assess the
adverse effects of caffeine withdrawal in regular consumers. We hypothesized that selected genetic
polymorphisms should modulate the effects of caffeine on neurobehavioural and

neurophysiological markers of sleep deprivation.

RESULTS
Participants

42 subjects participated to this study (Figure 1). We excluded 1 participant because of a
important adverse effect after caffeine intake. Finally, a total of 41 healthy subjects (33.2+0.9
years) followed the protocol including 53.7% (N=22) female and 46.3% (N=19) male. Subjects
average daily caffeine consumption was 247 + 23 mg (mean + SEM). The mean BMI was 23.3 =
0.7 for men and 22.7 = 0.6 for women. The mean weekly exercise duration was 3.1 + 0.3 hours.
The mean daily total sleep time was 7.3 0.1 h and sleepiness score was 6.8 £0.4. Chronotype was

distributed this way: 35% had morning chronotype, 35% evening chronotype and 30% middle tier.

Adverse events (AES)

With the exception of the excluded participant, no serious AEs (>20mm on the 100 mm
scale) were reported. The participant reported nausea and vomiting. For the headache AE,
significant treatment (TRT) is observed (p<0.01) with more headache reported during the placebo
compared to caffeine condition. For the nausea symptom and abdominal pain, significant
awakening (TSD) effect is observed (p<0.01, respectively) with increases as the waking time
increases. For the fatigue AE, significant TSD and TRT (p<0.01, respectively) effects were
observed but without interaction. The fatigue increased with TSD in the 2 conditions but less in

caffeine. No significant effect of the 5 SNPs was found.
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Genotypes repartition

Participant genotypes and their corresponding characteristics are summarized in Table 1.
Genetic variations for the rs5751876 ADORAZ2A, rs1800629 TNF-a, rs73598374 ADA, rs4680
COMT, and rs228697 PER3 are C>T, G>A, C>T, G>A and C>G respectively. Regarding age, in
this study, we observed that carriers of ADA C/T genotype are significantly older than C/C carriers.
In addition, ADORA2A T allele carriers have daily caffeine consumption higher than C/C genotype
carriers. The frequencies for TNF-a genotypes were different from the 1000 Genomes project
database population because, after reaching three-quarters of the study, we chose to select
participants based on their genetic profile in order to balance specific genotypes that are particularly
rare in the population. We chose to prioritize TNF-a and ADORA2A polymorphisms in regard to
the scientific literature. Since the mutated homozygous or heterozygous alleles were extremely rare
for some polymorphisms (TNF-a A/A; ADORA2A T/T; ADA C/T and PER3 C/G), mutated
homozygous and heterozygous allele were combined. Their aggregation did not modify their

significant effect on the parameters evaluated.

Genetics and inter-individual vulnerability to caffeine administration effects on vigilance

performance, sleepiness and waking EEG, during sleep deprivation

The ANOVA statistical analysis of the data depicted significant awakening (TSD) and
treatment (TRT) effects for the 5 SNPs on PVT number of lapses, speed, and KSS score (p<0.01
for all) but no significant effect of SNP (supplementary Table 1). An ANOVA interaction between
TSD x TRT was observed for the PVT lapses only (p<0.01) (Table 2).

- Awakening (total sleep deprivation - TSD) and caffeine (treatment - TRT) effects

Compared to 9:15 (at D1), there is significant increases of lapses and KSS score, and
decrease of speed from 20-h to 32-h of awakening (supplementary Figs. 1A, 1B, 1C). In caffeine
(CAF) compared to placebo (PBO) condition, the number of lapses was significantly lower
particularly from 14-h to 32-h of awakening. Regarding speed, it was significantly higher in CAF
compared to placebo condition at 8-h, 26-h and 32-h of awakening. For the KSS score, no
significant difference was observed between CAF and PBO conditions (supplementary Figs. 1A,
B, 1C).

- SNPs effects
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For the TNF-a. SNP effect on PVT lapses, there is a significant 2-way interaction with TRT
and significant 3-way interaction with TRT and TSD (Table 2). The post-hoc analysis showed no
statistical differences between genotypes at any time in TSD (Fig. 2A). However, there is a CAF
effect with a significant lower number of lapses (compared with placebo condition) in A allele
carriers at 8-h, 20-h, 26-h and 32-h, while this is present at 14-h and 32-h in G/G genotype carriers
(Fig. 2A). Regarding speed, a significant interaction of TNF-a SNP with TSD is observed but
without significant post-hoc, and no significant interaction with TRT (Table 2, supplementary fig.
2A). Concerning the KSS score, no significant interaction of TNF-o. SNP was observed neither
with TSD nor with TRT (Table 2). Finally, the Z score analysis on brain scalps showed higher theta
activation after sleep deprivation (D2 / D1) in A allele carriers (Fig. 3A left). The ANOVA analysis
on theta-to-alpha ratio in response to sleep deprivation (D2 and D1 days) in the centro-temporal
region showed interaction of TNF-a SNP with TSD, and interaction between TSD and TRT
(supplementary Table 2), with higher activation in A allele carriers, compared to G/G genotype
carriers, but no significant TRT post-hoc values (Fig. 3A right).

For the ADORA2A SNP effect on PVT lapses, there is a significant interaction with TSD
(p<0.02), but not with TRT (Table 2). Post-hoc analysis showed higher lapses in T allele carriers
compared with C/C genotype carriers at 32-h of awakening (Fig. 2B). With respect to the effect of
ADORAZ2A SNP on speed or KSS, there is no significant ANOVA interaction (Table 2). For speed,
there was no significant difference between genotype carriers during TSD (supplementary fig. 2B).
Finally, the Z score analysis on brain scalps showed higher theta activation after sleep deprivation
(D2/D1)inT allele carriers (Fig. 3B left). The ANOVA analysis on theta-to-alpha ratio in response
to sleep deprivation (D2 and D1 days) in the centro-temporal region showed no significant
interaction of ADORA2A SNP with TSD, but interaction between TSD and TRT without post-hoc
(supplementary Table 2, Fig. 3B right).

For the PER3 SNP (rs228697) effect on PVT, there is significant 2-way interaction with
TRT for lapse number and speed, but no interaction with TSD (p<0.08 and p=0.82, respectively)
(Table 2). In the CAF condition, there is a significant lower number of lapses (compared with
placebo condition) in G allele carriers at 20-h, and 32-h of awakening, and this is present at 14-h,
20-h and 32-h in C/C genotype carriers (Fig. 2C). Concerning the speed, it was higher in the CAF
condition (compared with placebo condition) in C/C genotype carriers at 26-h of awakening, while

no significance was present for G allele carriers (supplementary Fig. 2C). Concerning the KSS
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score, the PER3 SNP has no significant effect nor interaction with TSD or TRT (supplementary
Table 1 and Table 2). Finally, the Z score analysis on brain scalps showed higher alpha and theta
activations after sleep deprivation (D2 / D1) in G allele carriers (Fig. 3C left). The ANOVA
analysis on theta-to-alpha ratio in response to sleep deprivation (D2 and D1 days) in the centro-
temporal region showed no significant interaction of PER3 SNP with TSD, nor interaction between
TSD and TRT (supplementary Table 2, Fig. 3C right).

The COMT SNP (rs4680) has no significant effect on PVT lapse number, speed and KSS
score nor interaction with TSD or TRT (supplementary Table 1, Table 2 and Fig. 2D). Finally, the
Z score analysis on brain scalps showed no significant difference between genotypes on alpha and
theta activations after sleep deprivation (D2 / D1) (data not shown). The ANOVA analysis on theta-
to-alpha ratio in response to sleep deprivation (D2 and D1 days) in the centro-temporal region
showed no significant interaction of COMT SNP with TSD nor TRT, nor interaction between TSD
and TRT (supplementary Table 2).

For the ADA SNP (rs73598374) effect on PVT, there is 2-way interaction with TSD for the
speed and KSS, and no interaction with TRT on PVT parameters (lapses and speed) (Table 2,
supplementary Fig. 3A). For speed, the post hoc analysis showed no significant difference between
genotypes (supplementary Fig. 3B). Regarding KSS score, the post-hoc analysis showed that C/C
genotype carriers exhibited higher sleepiness than C/T cariers at 14-h, 20-h and 26-h of awakening
(supplementary Fig. 3C). Finally, the Z score analysis on brain scalps showed no significant
difference between genotypes on alpha and theta activations after sleep deprivation (D2 / D1) (data
not shown). The ANOVA analysis on theta-to-alpha ratio in response to sleep deprivation (D2 and
D1 days) in the centro-temporal region showed no significant interaction of ADA SNP with TSD
nor TRT, nor interaction between TSD and TRT (supplementary Table 2 and Fig. 3D).

Correlation analysis between the lapses number and EEG alpha and theta power during the PVT
testing after sleep deprivation (D2 day) in the centro-temporal brain region

For the 5 SNPs, significant positive correlations were found between theta power and the
number of lapses in the caffeine and placebo conditions (Fig. 4). In comparison for the alpha power
and number of lapses, no significant correlation was observed (p=0.50 and p=0.20 in placebo and

caffeine condition).
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DISCUSSION

Our study demonstrated for the first time, in a large group of subjects, that genetic may
influences the levels of psychomotor vigilance impairements associated to total sleep deprivation
(i.e. corresponding to 38-hours of prolonged awakening) and their modulation by caffeine
administration. The influence of TNF-a. polymorphism on vigilance seems to be attenuated by
caffeine, while caffeine seems erase the genetic influence of homeostatic and circadian sleep
factors. We selected five SNPs that have been previously identified as potential genetic
mechanisms of vulnerability to sleep loss and/or caffeine: the proinflammatory cytokine TNF-a
involved in the regulation of immune cells, ADORA2A and ADA the adenosine related genes,
PER3 the circadian gene and COMT the gene for catechol-O-methyltransferase (COMT), an

enzyme critical for the breakdown of catecholamines!?22°,

Not surprisingly, prolonged wakefulness impaired sustained attention and sleepiness, and
caffeine administration improved the neurobehavioural consequences of total sleep deprivation
(TSD) with minimal adverse effects>>1%2’_ Qur results also evidenced significant awakening (total
sleep deprivation — TSD) and caffeine (treatment — TRT) effects on PVT parameters and sleepiness
score, with interaction on the PVT lapses number only. We also described awakening and TRT
effects but without interaction on the EEG theta-to-alpha power ratio during the 09:15 PVT testing
(i.e. corresponding to 24-hours of awakening) in the centro-temporal brain region as previously
described?®2°%, In this brain region, the EEG theta power and the number of lapses are significantly
correlated after 24-hours of TSD for all polymorphisms in placebo and caffeine conditions,
underlying the well established arousing effect of caffeine. At last, there are also no serious side
effects of awakening or caffeine in this study.

Caffeine globally promotes wakefulness by unselectively antagonizing adenosine
receptors, particularly A2A, in the brain regions, and helps to restore cognitive function after TSD,
often by preventing a decrease in sustained attention’. However, inter-individual differences exist
in cognitive responses to sleep deprivation and caffeine consumption/administration based on

specific genetic polymorphisms, and depending of sleep/circadian influences'?.

The common TNF-a variant G-308A (rs1800629) (GRCh38 38.1/141 reference genome,
on chromosome 6) is located on 31575254 position. It involves a guanine to adenine substitution

at position 308 in the promoter region of the gene. It was shown to alter TNF-a gene transcriptional
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activity®! and increase TNF-a production in whole blood cell culture in healthy subjects®?. TNF-a
has been proposed as a cause of cognitive instability, observed by an increase in PVT attention
deficits, for example, by inducing a local sleep-type state®3, and we have previously shown an
increase in TNF-a levels and PVT lapse deficits after 36 hours of continuous wakefulness in

healthy men®34,

In our study, TNF-a polymorphism is in significant three-way interaction with awakening
(TSD) and caffeine (TRT) on PVT lapses only. Post-hoc analysis showed no statistical difference
between genotypes on any of the PVTs criteria during TSD, regardless of treatment condition.
However, there was significance between genotypes for the effects of caffeine during TSD. The A
allele carriers experienced an alleviating caffeine effect on lapses at four PVT timing of TSD while
this effect was present at two-timing in the G/G genotype carriers. This suggests that carriers of
allele A benefit more from the stimulating effect of caffeine than G/G only because they seem more
degraded, but their performance is not higher. Regarding PVT speed, the TNF-a polymorphism
significantly interacts with awakening but without significant post-hoc, and not with caffeine. Our
results on PVT lapses partly contradict those of Satterfield et al.” who show that carriers of TNF-
a G/G genotype are more vulnerable than A allele carriers to sleep deprivation. Nevertheless, they
did not study the interaction with caffeine administration as we did. On the other hand, Satterfield
et al.,*” found no effect of TNF-a polymorphism on the cognitive processing speed of PVT using
the median reaction time. In this study, subjects had to abstain from caffeine only for the week
prior to each laboratory experiment!’, whereas our subjects maintained their usual caffeine

consumption until the experiment in order to be as close as possible to real-life conditions.

In addition, we observed no significant difference on habitual caffeine consumption
between TNF-a genotypes in our subjects. Regarding caffeine consumption, it usually takes one to
two months of caffeine withdrawal among regular consumers to create a "non-consumer profile"!*.
Thus in Satterfield et al.,'”, we can suggest that regular caffeine consumers may have experienced
withdrawal symptoms that may have altered their neurobehavioral response to sleep deprivation®.
The amount of variance in PVT lapses being only 6.4% for TNF-a polymorphism'’, the effect of
habitual caffeine consumption and withdrawal may have been more pronounced on responses to
sleep deprivation than variability induced by TNF-a polymorphism. An other explanation for the

difference of our results from Satterfield et al.}” may be the genotyping method for TNF-a

10



288
289
290
291
292
293
294

295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306

307
308
309
310
311
312
313
314
315

316
317

SCIENTIFIC Submission ID a0a0db5d-3df3-400b-be9d-83dbe0df6be5
REPORTS

rs1800629. In our study, this genotyping was done in duplicate with two methods, the LAMP-MC
and the reference Tagman, and the concordance was high®. The genotype frequencies in our study
are additionally compared and consistent with those of the 1000 Genomes Project®’, while they
were compared with previous data of literature in Satterfield et al'’. At last, we did not find
significant interaction of TNF-a polymorphism neither with awakening nor with caffeine treatment
concerning subjective sleepiness, caffeine administration alleviating its increase induced by

duration of wakefulness whatever polymorphism.

Analysis of the topographic distribution of the EEG power during the PVT testing at 09:15
in the morning after 24 hours of awakening (D2 / D1 day) showed higher theta activation in A
allele carriers compared to G/G carriers in the placebo and caffeine conditions. In addition, the
theta-to-alpha ratio in response to sleep deprivation (i.e. D2 day) is higher in the centro-temporal
region in the placebo condition only. This result underlined the interest of examining theta and
alpha EEG frequencies, during repetitive PVT testing. It also illustrates the sensitivity of TNF-o A
allele carriers to sleep deprivation, related increase of sleepiness during the PVT testing. Our
findings confirmed that an increase in theta activity may be the principal EEG basis of the post-
sleep deprivation lapses impairments as previously described?®. This is strengthened by the positive
correlation between the EEG theta frequency in the centro-temporal region and the lapse number
after 24 hours of sleep deprivation for the five polymorphisms and whatever the placebo and

caffeine conditions.

In our study, we showed that carriers of the TNF-a A allele appear to be more sensitive
than carriers of the ancestral G/G genotype to a mitigating effect of caffeine on neurobehavioral
impairments related to sleep deprivation. This is only because they seem more degraded, but they
do not perform better as a result. As caffeine concentrations relevant for human consumption have
been shown to systematically suppress the production of TNF-a in human blood®®, it would be
prudent to consider the genetic of TNF-o. when faced with sleep deprivation. Our results also
highlight the need to evaluate the TNF-a protein expression in blood related to subgroups of TNF-
a 151800629 genotypes carriers and the corresponding changes in response to caffeine and sleep

deprivation.

The role of A2A receptors is predominant in sleep regulation and caffeine promotes

wakefulness mainly by antagonizing them in the brain. The genetic influence of the gene

11
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ADORAZ2A, coding for A2A receptor, on neurobehavioral performance and sleep EEG during
sleep deprivation combined with caffeine administration has only been described through
haplotype analysis?®. The rs5751876 SNP is a synonymous variant (i.e. it does not cause an amino
acid change in the encoded protein) located on the exon 4 position on Chr. 22q11.23, presumed in
the past to exert no functional effect. However, evidence has emerged that synonymous
substitutions can have functional consequences affecting various steps of protein biosynthesis
resulting in changes in protein abundance and structure, mechanisms including disruption or
creation of splicing regulatory sites, alterations of mRNA stability, gain or loss of miRNA binding
sites, and changes in translation efficiency®. We previously indicated increased mRNA expression
of A2A receptors after total sleep deprivation in leukocytes of healthy subjects and PVT lapses
impairments®#°. In our study and for PVT lapses only, the ADORA2A rs5751876 SNP
significantly interacts with awakening but not with caffeine. We hypothesis that T allele carriers
(C/T-T/T) made higher PVT lapses compared to homozygote ancestral C carriers, and caffeine
treatment alleviates the deficit in both allele carriers®®. The T allele carriers may have thus structural
differences of their A2A receptors compared to the ones of ancestral C/C genotype carriers,
consequently rendering them sensitive to prolonged wakefulness. In any case, our results seem
difficult to compared with those of Bodenmann et al.,?® (2012) who show that the haplotype called
“HT4” carriers (which included rs5751876 T allele) performed faster than non-HT4 on PVT speed
during total sleep deprivation, and seem resistant to caffeine counteracting effect on the waking-

induced impairment of PVT performance.

Our recent previous study described that the influence of ADORA2A polymorphism on
daily total sleep time is present only in subjects habitually consuming low caffeine (0-50 mg/day),
with the ancestral C/C genotype carriers sleeping more than T allele carriers?’. In this study, we
suggested that C/C genotype carriers appear to be very sensitive to caffeine consumption because
their daily sleep time is similar to that of T allele carriers as soon as the daily caffeine consumption
exceeds 50 mg/day (one expresso per day). In the herein presented study, although homozygous
C/C carriers had significantly lower habitual daily caffeine consumption than T allele carriers (177
vs. 293 mg/day, only the equivalent of one espresso), the 177 mg/day is far inferior to the caffeine
administration during the experimental protocol (350 mg with two administrations). Thus, C/C
carriers may, therefore, have experienced an acute effect of caffeine in reducing sleep pressure

compared to T allele carriers during total sleep deprivation, making them less degraded.

12
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Our findings evidenced higher theta power activation at 09:15 during the PVT task after 24
hours of sleep deprivation on the topographic distribution of the EEG power in T allele carriers
than in homozygous C/C in the placebo condition, as a sleepiness indicator. However, the
ADORAZ2A polymorphism did not interact with awakening nor with caffeine for the sleep
deprivation-related theta-to-alpha activation in the centro-temporal brain region. Considering the
absence of ADORA2A polymorphism interaction with caffeine, our results seem in line with a
recent study demonstrating that caffeine effect on cognitive PVT performance is influenced by the
CYP1AZ2 genotype, the gene of the P450 enzyme which converts caffeine to its major metabolite
paraxanthine, but not by the ADORA2A genotype in healthy adults performing exercise*. It would
be interesting to have future studies on the influence of CYP1A2 polymorphism on
neurobehavioural responses to sleep deprivation.

It is well known that PERS3 is a circadian gene which is in a robust association with diurnal
preference, mood, and anxiety levels*?*, It modulates sleep characteristics and mediates
consequently waking performance®. It was shown to interact with sleep homeostasis and circadian
phase during functional brain responses to an executive task®. In this study, the polymorphism of
PER3rs228697 is found in a significant ANOVA interaction with caffeine treatment on PVT lapses
and speed. In the caffeine condition compared with placebo, the C/C genotype carriers performed
less lapses at 14-, 20- and 32-h of wakefulness and were faster (at 26-h), while the significance for
G allele carriers was at 20-h on lapses only. This may suggest a higher effect of caffeine in
homozygous C/C carriers, while the lower effect in G allele carriers may be related to their higher
level of anxiety than that of C/C carriers found in a large student population®. In addition, for KSS,
PER3 SNP did not interact with awakening and treatment respectively, while a nearly significant
three-way ANOVA interaction was present with awakening and treatment (p<0.06). The additional
information we can provide on sleepiness indices during awakening is the higher theta activation
EEG power at 09:15 after 24 hours of sleep deprivation in the brain scalp of G allele carriers than
in homozygous C/C in the placebo condition. The main findings about influence of PER3
polymorphism on neurobehavioral performance of healthy individuals submitted to acute sleep
deprivation concerned the PER3** and PER3%° ', and there are no data at our knowledge on the
combined influence of caffeine during total sleep deprivation. Individuals with the 5/5 genotype
had greater difficulty sustaining performance across a 10 min PVT than the 4/4 group under high

homeostatic sleep pressure related to 40 hours prolonged wakefulness®®. In contrast, no association
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was found between vulnerability to sleep loss quantified by the average of PVT lapses for PER3
polymorphism, which can be explain by the low amount of variance which (2.1%). Lo et al.,*®
observed higher impairment on executive fonctions by acute sleep deprivation than sustained
attention, and that differences between genotype and tasks in response to sleep deprivation are

dependent on the circadian phase at which performance is assessed.

We also focused on PER3 rs228697 because the LAMP-MC genotyping method, and also
the Tagman referent method used in the laboratory, are much more less time-consuming than
genotyping performed with polymerase chain reaction (PCR) using primers described by Ebisawa
et al*®. For our selected PER3 rs228697, the variant G has been described in almost complete
linkage disequilibrium with the PER3* variant (rs57875989) in a large Caucasian population living
in northern Italy*’. In this study, the frequency of allelic variants at two PER3 polymorphic sites,
rs57875989 (PER3* PER3®) and rs228697 (PER3C, PER3®) were studied in buccal cells. No
significant relationship was observed between PER3 rs57875989 polymorphism and diurnal
preference, while a significant association was observed between the rs228697 G variant and
morningness and also between the PER3®-PER3* haplotype and morningness. With respect to the
relationship between PER3 and caffeine, data are scarce, but Gamble et al.*® demonstrated that
three polymorphisms of PER3 were associated with increased caffeine consumption in night-shift
nurses only and decreased likelihood of drowsiness. Studies with large groups of healthy subjects
are therefore needed in order to extend knowledge of the influence of the polymorphism PER3

rs228697 on the effects of caffeine on neurobehavioural performance during sleep deprivation.

The catechol-O-methyltransferase (COMT) gene, the major enzyme degrading
catecholamines, particularly dopamine, has also been implicated in interindividual variation in
brain alpha oscillations and also in vulnerability to sleep loss**4°. The Val158Met polymorphism
(rs4680) markedly affected enzyme activity, protein abundance, and protein stability®®. In our
study, the COMT rs4680 did not interact with awakening or with treatment for the PVT lapse
number and speed, and KSS. Similarly, no significant activation of the EEG theta or alpha power
during the 09:15 PVT task was found in any COMT genotypes under placebo or caffeine
conditions, nor was any interaction of the polymorphism on the theta-alpha ratio. There are two
studies of the same researchers related to COMT influence on neurobehavioral performance during

total sleep deprivation, one on the PVT task and the other on the executive Go/NoGo task'**8. We
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did not replicate the interaction between the time awake and COMT genotypes observed on PVT
reaction time (the three genotypes being considered separately)*®. The lower number of participants
in our study may explain the lack of significance on the interaction of polymorphism with
awakening as observed in the retrospective study of Satterfield et al*8. The two previous studies of
this team evidenced that the influence of COMT polymorphism on neurobehavioral performances
during total sleep deprivation depend on cognitive task and is different between attentional and
executive performances!*!8, Regarding the influence of COMT polymorphism on the effects of
caffeine administration during acute total sleep deprivation, there is few data on our knowledge,
the only one concerned the DAT1 dopamine transporter®. The DAT1 polymorphism was found to
modulate effects of caffeine on low-frequency brain oscillations in wakefulness and sleep, and slow
waves in NREM sleep, and the rebound in SWS and EEG SWA after sleep deprivation®. It would
be interesting to further investigate the influences of DAT1 polymorphism and caffeine on

cognitive impairments related to TSD.

The ADA G22A (rs73598374) polymorphism contributes to high interindividual variability
in sleep intensity, response to sleep deprivation, and caffeine effects on sleep*®2%°1°2, In our study,
this polymorphism interacts with awakening for PVT speed and KSS only, without interaction with
caffeine administration. The ADA polymorphism response to sleep deprivation and KSS are
presented in supplementary files because of the disparity in the number of subjects and age in the

two genotype (only five were C/T aged 45.2 y compared to thirty-six C/C aged 31.6 y).

It should be noted that multiple co-factors can modulate the interindividual neurobehavioral
variability response to caffeine effects during prolonged wakefulness, sometimes more influent
than the genetic impact. Co-factors such as age or gender influence cognitive performance during
sleep loss®*%*, which partly explains why we choose to present influence of ADA polymorphism
in supplemental files. It is meaningful to notify that our sample size was small but with the
advantage of limited racial and ethnic diversity. Due to the small sample size, when divided
according to respective alleles notably, for the ADA C/T N=5, also justify our choice of

supplemental files presentation.

In conclusion, the genetic influence of TNF-a on neurobehavioral impairments related to
TSD seems to be attenuated by caffeine intake, while caffeine erasing effect is observed on the

genetic influence of the homeostatic ADORAZ2A and circadian PER3 sleep factors. The
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consideration of potential genetic influences in the operational performance of sleep-deprived
subjects would allow the military command to individualize advice in terms of caffeine
consumption, for example. Future studies could try to recruit a larger population (>100 subjects),
with a more diverse profile (age, gender, lifestyle habits, caffeine consumption), and periods of

awakening longer than 36-h or repeated exposition®®.

METHODS

Participants

42 subjects, aged between 18 and 55 years, were included. The study received the
agreement of the Cochin — CPP lle de France IV (Paris) Ethics Committee and of the French
National Agency for Medicines and Health Products Safety (ANSM) (lle de France V), and was
conducted according to the principles expressed in the Declaration of Helsinki of 1975, as revised

in 2001. All of the participants gave their informed written consent.

In order to obtain a minimum of 12 participants per group, the last 12 subjects were selected
specifically according to their genotypes, giving priority to the TNF-a and ADORA2A genotypes.
Subjects were free from medical, psychiatric, and sleep disorders. Other exclusion criteria®
included physical or mental health troubles based on (I) Hospital Anxiety and Depression scale,
HAD > 16, (1) significant medical history, (I11) Epworth Sleepiness Scale, ESS > 10, (V) Pittsburg
sleep quality index, PSQI > 8, (V) morningness-eveningness questionnaire < 31 or > 69, (VI)
habitual time in bed per night < 6 hours. Subjects were prohibited from using medications with
sleep-related side effects and illicit drugs, or from abusing alcohol. Subjects did not travel between
time zones within 7 days and did not work in shifts in the 2 weeks prior to this study. Subjects were
required to complete a sleep/wake schedule for the week prior to the study.

Study design and testing conditions

This study has been conducted in the sleep laboratory of the Armed forces biomedical
research institute (IRBA), Brétigny Sur Orge, France. Ambient temperature was controlled and
maintained at 22 (x 1)° C during all the experiment. The brightness of the lighting has been
maintained between 150 — 200 lux during the awaking periods and lights were off during sleep
periods. Meals and caloric intake were standardized for all subjects (2600 kcal/day).
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Subjects remained inside the laboratory for 3 consecutive days. The experimental protocol
included (I) a habituation/training day (DO0), (I1) a baseline day (D1) beginning at 07:15 until 00:00,
(1) a total sleep deprivation (TSD) day beginning on D2 00:00 until 20:30 (i.e, 38h of continuous
wakefulness), and (V) a recovery night until the end of the study (09:00 on D3).

Subjects were not allowed to practice exercise, taking tobacco, alcohol, or other
psychoactive substances during the study. They were under visual surveillance of research staff
members. In addition, we used a wrist actigraphy to check that the subjects stayed awake during
the 38-h continuous wakefulness period. When they were not engaged in testing, meals, or sleep
periods, participants were allowed to read, watch videos, or to speak with other participants or staff
members and playing games, following a pre-established program.

Caffeine administration

In this double-blind, crossover and placebo-controlled for the caffeine administration study,
subjects participated in two conditions (i.e. caffeine or placebo, administered twice on D1 and D2).
(Figure 1).

Each participant received for the caffeine condition, 2.5 mg/kg body weight of caffeine
powder mixed in decaffeinated beverage. Placebo was a decaffeinated beverage with the same
bitterness, smell and taste. The caffeine powders were pre-measured by the project supervisor. This
amount of caffeine powder was chosen for its enhancing properties on attention in sleep-deprived
conditions (2.5-8 mg/kg of caffeine). The beverage was administered at 08:30 and 14:30 (1.5 and
7.5 hours of prolonged wakefulness) on D1, and at 08:30 and 14:30 (25.5 and 31.5 hours of
prolonged wakefulness) on D2. For each administration, tests were performed after 45 min of

ingestion.

Measurements

Throughout the experiment, subjects completed two tasks on a desktop computer every 6
hours during D1 and D2. The psychomotor vigilance task (PVT) and Karolinska sleepiness scale
(KSS) were performed at 09:15, 15:15, 21:15 on D1 and at 03:15, 09:15, and 15:15 on D2 (Figure
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1). The lapses number and reaction time parameters in PVT were shown to increase the likelihood
of finding differences between sleep-deprived and alert states with small sample sizes®.

EEG was registered during the 10 min PVT to evaluate theta and alpha power at 2-h (D1,
09:15) and at 26-h (D2, 09:15) of prolonged wakefulness. All subjects had a systematic habituation
period for tests at DO (habituation/training day) in order to reduce a learning bias during the first
set of tests. Before each PVT, visual analog scale (VAS) and KSS were self-reported. Vital signs
such as blood pressure and heart rate were assessed after each PVT.

Psychomotor vigilance task (PVT) for sustained attention

We used a computer-based version of the 10-min PVT®. Subjects were instructed to
respond, by clicking the left mouse button, as soon as the visual stimulus appeared (incrementing
millisecond counter) without making false starts. The inter-stimulus interval was randomized
between 2 and 10 s. The Reaction Time (RT) is quantified in milliseconds for a 1 s period and the
response was regarded valid if RT was > 100 ms. Results are expressed as the number of lapses
(RTs>500 ms) and speed (1/RT)%.

Karolinska sleeping scale (KSS)

The KSS is a subjective scale used to grade the subject sleepiness from 1 to 9, 1 is for
“extremely alert” and 9 for “extremely sleepy”®’. The informatic version used in this study enables

the subject to choose out of the nine given options. The KSS was carried out before each PVT test.

Visual analogic scales(VAS)

Spontaneous adverse events (AEs) were reported on a 100 mm scale on a computer with to
each end “not at all” and “ a lot”. Six symptoms were evaluated because of their association with
caffeine consumption®: headache, nausea, stomach pain, and fatigue. When subjects pointed above
20 mm, it was considered as AE pattern. If an AE was observed during the placebo condition, it is
considered to be related to sleep deprivation; if it was observed during caffeine condition, it may
be related to sleep deprivation and/or caffeine consumption. As well as the KSS, VAS was

administered before each PVT. Only adverse events >20mm on the 100 mm scale are reported.

EEG recording during PVT
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- EEG procedure

EEG was recorded at 19 scalp sites according to the international 10-20 system (Fpl, Fp2, F7, F3,
Fz, F4, F8, T7, C3, Cz, C4, T8, P7, P3, Pz, P4, P8, O1, 02) with a Siesta 802 (Compumedics
Limited, Victoria, Australia). The EEG was recorded continuously at a sampling rate of 512 Hz
and referenced with a common average. Electrodes were interfaced with the scalp using EC2 gel
(Grass Technologies, Astro-Med, Inc., West Warwick, R1, USA), and impedances were kept below
10 kOhm during the whole session. The EEG was installed approximately 20-30 min before the
PVT.

- EEG analysis

EEG spectral analysis data were analyzed in Matlab (Mathworks, Natick, MA, USA) with Fieldtrip
toolbox (Oostenveld et al, 2011) and custom codes. Data were bandstop filtered between 48 and
52 Hz to remove electrical noise, highpass filtered above 0.1 Hz and locally detrended. Blink
artefacts were removed by computing an Independent Component Analysis (ICA, Fieldtrip), and
movement artefacts were removed by visual inspection. Bad electrodes were systematically
rejected, and if more than 3 (out of 19) electrodes were removed, the subject was excluded from
EEG analysis. EEG theta power (4-8 Hz) was assessed by using continuous Morlet wavelets
transform. Regions of interest (ROI) represent the mean of grand averaged (all subjects) theta
power over frontal (Fpl, Fp2, F7, F3, Fz, F4, F8) and centro-temporal (T7, C3, Cz, C4, T8) regions.

Genotyping

Genotyping for the rs5751876 ADORA2A, rs1800629 TNF-a, rs73598374 ADA, rs4680
COMT and rs228697 PER3 were performed on blood cells using the LAMP-MC method®. This
method has been applied to complex biological matrices, such as whole blood and saliva, without

prior DNA extraction.

Blood cells samples were collected on EDTA and were aliquoted in sterile microtubes and
stored at -20 °C until LAMP-MC analysis. The LAMP-MC genotyping assays were realized by
use of the customized Human Sleep Deprivation Combo kit (Cat#LCSDC-LP-24, LaCAR MDX,
Liege, Belgium). A positive control and a negative control were supplied for each SNP. LAMP-
MC consists in a lysis of cells followed by the amplification of the target sequence at a constant
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temperature around 65 °C using simultaneously three sets of primers, a polymerase with high strand
displacement activity in addition to a replication activity and a fluorophore-labelled probe.
Detection of homozygous wild, heterozygous and homozygous mutant genotype is performed by

melting curve analysis after amplification®®.

Statistical analysis

Statistical analyses were computed using R-studio (V 0.99.902 — 2009-2016 RStudio, Inc.).
Values were expressed as mean + SEM. If a group of homozygous mutation counts less than 6
members, heterozygous and homozygous are grouped for statistical analysis and graphic. However,
when the subject group carrying a homozygous ancestral genotype counted less than 6 members,
we chose to let it as it in order to constitute comparable groups. A T-test with R studio was used to
compare individual characteristics of subjects according to their genotype for each SNPs, and to
compare EEG theta-to-alpha ratio between genotypes in the two brain regions. Results for PVT
speed and lapses, and KSS were analyzed using a three-way mixed-effect analysis of variance
(ANOVA) including fixed effects for genetic polymorphism (non-repeated measures), treatment
(caffeine or placebo, repeated measures) and awakening duration (repeated measures). A Tukey
posthoc test was used to identify differences between genotypes for awakening and treatment
conditions. For awakening effect, all points were compared to 9:15 baseline. P-value has been
corrected for multiple comparison using the Bonferroni method. A correlation analysis was used
to study the relationships between EEG alpha and theta power during the PVT testing after sleep
deprivation (D2 day) using the Pearson-correlation. Changes in EEG activity were analyzed using
the Z-scored FFT method. The results were represented as the absolute power. The application of
the mathematical Gaussian curve, i.e., “bell curve”, via the estimation of probabilities using the

auto- and cross-spectrum of the EEGs is defined as Z-scored FFT method®,
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Fig. 1. Experimental design.

DO is the habituation day, D1 is the baseline day, D2 is the day of prolonged wakefulness (i.e. sleep
deprivation, between 00:00-20:30) and D3 is the recovery sleep and end of the study. Night sleep
are the black bars, Awaking periods black line, cognitive tests are the striped bars and caffeine or
placebo intake are the black arrows. Visual Analogic Scales (VAS), Karolinska Sleepiness Scale
(KSS), and Psychomotor Vigilance Task (PVT) have been assessed at D1: 09:15, 15:15, 21:15 and
D2: 03:15, 09:15, 15:15)

1111 VAS, KSS, PVT

 / Placebo or caffeine (2.5 mg/kg) treatment (at D1 and D2: 08:30, 14:30)
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Fig. 2. PVT number of lapses across consecutive 6-h intervals of awakening according

to

polymorphisms of TNF-a (A), ADORA2A (B), PER3 (C) and COMT (D) in placebo (PBO) and
caffeine (CAF) conditions. Caffeine was consumed 45-min before PVT after 2-h, 8-h, 26-h and 32-
h of prolonged wakefulness. * is a SNP difference (p<0.05), # is a treatment difference (p<0.05)

for one genotype.
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Fig. 3. EEG theta and alpha normalized power on D2 day (sleep deprivation) relative to D1 day
(baseline) (z-score) on brain scalps (left); theta-to-alpha ratio (right) in the centro-temporal region,
during PVT at 09:15 on D1 and D2 days, according to polymorphisms of TNF-a (A), ADORA2A
(B) and PER3 (C) in placebo (PBO) and caffeine (CAF) conditions. Caffeine was consumed 45-
min before PVT at D1 and D2. * significant difference between genotypes (p<0.05).
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(6:31.575.254) G/A-AJIA 15 (36.6 %) 25.6% 31.3x15 46.7% 254 £42.1 71+0,3
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(22:24.441.33) CIT-TIT 25 (61 %) 62.6% 338+1.7 | 520% | 293+337% | 7.3%02
rs73598374_ADA C/C (ancestral) | 36 (87.8 %) 88.1% 31610 52.7% 242 £30.7 7.3x0,2
(20:44.651.586) cIT 5 (12.2 %) 11.5% 452 +4.7% | 60.0% 290 + 85.4 7.2 £04
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Table 1. Genetic polymorphisms distribution and individual characteristics in the studied

population compared to 1000 Genomes international data base.

2 Homozygous mutation is combined with heterozygous mutation, ° expected based on 1000

Genomes Project data on the GRCh38 reference assembly (http://www.internationalgenome.org/).

Values are mean = SEM. * (and bold) difference between genotypes in the same polymorphism

(p<0.05).
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Awakening x Polymorphism x Polymorphism x 3-way
Treatment Awakening Treatment interaction
Parameters SNPs TSD x TRT SNP x TSD SNP X TRT SNP x TSD x
Fs.180 (p) Fs.400 (p) F172 (p) TRT
' i ’ Fs,360 (P)
rs1800629_TNF-a 19.17 ( <0.01) 1.87 (0.17) 6.03 (0.02) 4.04 (0.05)
rs5751876_ADORA2A 19.64 ( <0.01) 5.67 (0.02) 0.59 (0.45) 0.53 (0.47)
PVT Lapses rs73598374_ADA 18.91 ( <0.01) 2.56 (0.11) 0.46 (0.50) 0.03 (0.86)
rs4680_COMT 19.09 (<0.01) 0.43 (0.51) 3.18 (0.08) 2.40 (0.12)
rs228697_PER3 18.71 (<0.01) 3.02 (0.08) 10.2 (<0.01) 2.82 (0.09)
rs1800629_TNF-a 0.74 (0.39) 6.59 (0.01) 1.29 (0.26) 0.27 (0.61)
rs5751876_ADORA2A 0.64 (0.42) 0.68 (0.41) 0.46 (0.50) 0.00 (0.97)
PVT Speed rs73598374_ADA 0.60 (0.44) 5.04 (0.03) 1.60 (0.21) 0.71 (0.40)
rs4680_COMT 0.64 (0.43) 0.48 (0.49) 0.28 (0.60) 0.50 (0.48)
rs228697_PER3 0.64 (0.42) 0.05 (0.82) 5.80 (0.02) 0.18 (0.67)
rs1800629_TNF-a. 0.94 (0.33) 1.89 (0.35) 0.75 (0.39) 0.48 (0.49)
rs5751876_ ADORA2A 0.87 (0.35) 2.83(0.09) 0.76 (0.39) 0.24 (0.62)
KSS rs73598374_ADA 0.89 (0.35) 4.62 (0.03) 3.66 (0.06) 0.39 (0.53)
rs4680_COMT 0.98 (0.32) 0.41 (0.52) 0.38 (0.54) 1.45 (0.23)
rs228697_PER3 0.94 (0.33) 0.02 (0.90) 1.70 (0.20) 3.67 (0.06)

Table 2. ANOVA analysis of genetic polymorphism (SNPs) in interaction with awakening (TSD)

and treatment (TRT) on PVT (psychomotor vigilance task) parameters (number of lapses and

speed) and KSS score. In bold the significant effect (p<0.05).
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ABSTRACT

Genetic variations contribute to phenotypic individual vulnerabilities to sleep debt, particularly for five
single nucleotide polymorphisms (SNPs). Loop-mediated isothermal amplification and melting curve
analysis (LAMP-MC) is a recently developed method to characterize SNPs. The aim of present study was to
evaluate the LAMP-MC method on blood and buccal cells for detection of five SNPs of interest in healthy
humans.

We first analyzed signals obtained from LAMP-MC method on 42 samples. Then we compared the
results with those of referent TagMan method.

The LAMP-MC method produced specific melting curves for the five SNPs. A high concordance of
genotyping results was observed between the two methods for rs5751876_ADORA2A, rs1800629_TNF-a,
rs73598374_ADA and rs228697_PER3 in blood and saliva (Cohen’s kappa coefficient >0.80). A good
agreement ( =0.61) was observed for rs4680_COMT in blood only.

LAMP-MC is a simple and reliable method to study genetic influences on health, sleep debt-related
performance impairments and countermeasures.
© 2020 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are the simplest form of
DNA sequence variability, contributing to phenotypic variations
between individuals. They are also a relevant class of human
biomarkers that may be associated to anthropometric traits, risk to
specific diseases or response to environmental inputs. Sleep has a
critical role in promoting health and is affected by genetic
polymorphisms [1]. Two examples of conditions associated to SNP
are individual sensitivity to sleep loss and to caffeine effects on sleep.
In this context, Adenosine A5 receptor (ADORA2A), Adenosine
deaminase (ADA), Catechol-O-methyltransferase (COMT), Tumor
necrosis factor alpha (TNF-a), and Period3 (PER3) are some of the
genes contributing to genotype differences [2,3]. The adenosine
pathway is known to affect general sleep and its antagonism by
caffeine is thought to explain its effects on sleep [4]. COMT being one

* Corresponding author at: IRBA, BP 73, 91223 Brétigny sur Orge, France.
E-mail address: catherine.drogou@gmail.com (C. Drogou).

https://doi.org/10.1016/j.btre.2020.e00468

of the major enzymes of the metabolic degradation of catechol-
amines plays an important role in cortical dopamine metabolism
and consequently impacts sleep-wake regulation [5]. The pro-
inflammatory TNF-a cytokine is a well-characterized sleep regula-
tory substance [6] and PER3 is circadian gene that regulates
rhythmicity of multiple functions within the body [7]. Therefore
based on previous studies we have focused on the five following
SNPs, 1rs5751876 ADORA2A [8], rs1800629 TNF-a [9], 1s73598374
ADA [10], rs4680 COMT [11] and rs228697 PER3 [7] in healthy
humans participating in an experimental sleep deprivation protocol.

Methods for SNP genotyping are diverse and include array-
based hybridization, PCR, and sequencing. Array-based hybridiza-
tion uses probes immobilized on a solid support and, although
limited-throughput arrays can be built in research laboratories, the
design and manufacture of commercial arrays is an industrial
undertaking, thus this method of SNP genotyping ranks low in
assay flexibility. PCR and sequencing are classic methods but they
require expertise and expensive lab equipment. Our objective is to
validate a rapid genotyping method facilitating the detection of
SNPs. The conventional TagMan method is highly reliable for SNP

2215-017X/© 2020 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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genotyping applications [12,13] but time-consuming due to the
necessary four steps, which are DNA extraction, DNA quality
control, DNA amplification and fluorescence signal analysis. Loop
mediated isothermal amplification (LAMP) is a recent isothermal
nucleic acid amplification technique known for its simplicity,
sensitivity and speed [14,15]. Since its invention, this technique has
been one of the most extensively used molecular tools in the field
of diagnostics, providing rapid, accurate, sensitive and cost-
effective diagnosis of human pathogens including bacteria, para-
sites and viruses [16]. In the case of viruses, the implementation of
reverse transcription loop-mediated isothermal amplification
(RT-LAMP) has enabled a fast and efficient detection [17]. LAMP
features have also resulted in development of rapid SNP detection
methods from blood and buccal cells [18,19] and more recently in
development of the LAMP melting curve (LAMP-MC) genotyping
method [20,21]. The LAMP-MC system principally employs a set of
six primers that recognize eight distinct regions on the target gene,
so that the specificity and the amplification speed are extremely
high [22]. It uses a strand displacing polymerase and, consequent-
ly, does not rely on thermal cycling, the target sequence is
amplified at a constant temperature around 65 °C. Following the
amplification procedure SNP are detected by fluorophore-labelled
probe-based melting curve analysis. Furthermore, LAMP has been
applied to complex biological matrices, such as whole blood and
saliva, without prior DNA extraction [23]. Both characteristics of
LAMP results in shorter “sample to answer” times than conven-
tional PCR.

In this study we evaluated the precision of LAMP-MC method
within a run and between runs and we compared genotyping
results obtained by LAMP-MC with those obtained by the referent
TagMan method.

2. Materials and methods
2.1. Samples

Blood and saliva samples were obtained from healthy
European adult volunteers participating in research protocols
on the link between genetic polymorphisms, sleep and caffeine
consumption [24]. Genotype determinations were carried out in
two separate biology centers, the French National Center for
Research in Human Genomics (CNRGH) for the referent Tagman
method and the French Biomedical Research Institute of Armed
Forces (IRBA) for the LAMP-MC method. The study received the
agreement of the Cochin - CPP Ile de France 1 (Paris) Ethics
Committee and was approved by the Agence Nationale pour la
Sécurité du Médicament (ANSM) (2017-A02793-50) for the
genetic collection. It was conducted according to the principles
expressed in the Declaration of Helsinki of 1975, as revised in
2001 after obtaining written informed consent for all the
participants.

Whole saliva samples were collected using Oragene DNA Kkits
0G-500 (DNAgenotek, Ottawa, Canada) from volunteers (n = 1023)
after rinsing the mouth with water and at least 30 min after eating
or drinking. DNA from saliva collected in Oragene containers
should be stable for at least 5 years at ambient temperature. These
saliva samples were dedicated to TagMan assays in the laboratories
of CNRGH.

In addition among these volunteers, 42 blood and buccal cells
samples were collected for the blinded methods comparison. EDTA
blood were aliquoted in sterile microtubes and stored at —20°C
until LAMP-MC analysis. Sterile omniswab devices (Whatman FTA
collection, GE Healthcare, UK) were used for buccal cells collection,
each brush-like swab head were ejected in a microtube contained
200 L of Tris-EDTA buffer and stored at —20°C until LAMP-MC
genotyping.

2.2. TagMan SNP genotyping assays

After manual cell lysate preparation the genomic DNA
purification was performed on an Autopure LS instrument (Qiagen,
Hilden, Germany) at CNRGH. DNA quantity, integrity and ability to
PCR amplification were evaluated by Quality Controls. 1023 DNA
extracts were transferred on 384 wells plates. Participants were
genotyped using predesigned probes and TagMan SNP genotyping
assays provided by Thermo Fisher Scientific (Whaltham, USA). PCR
was performed on GeneAmp PCR System 9700 and a 7900HT
system with SDS software version 2.4 (Applied Biosystems, Foster
City, USA) was used for fluorescence detection and allelic
discrimination. A check by Sanger sequencing of PCR products
was carried out for rs5751876 because ADORA2A gene includes
many SNPs in this region.

2.3. LAMP-MC assays

LAMP-MC consists in a lysis of cells from whole blood or
collected on buccal swabs followed by the amplification of the
target sequence at a constant temperature around 65°C using
simultaneously three sets of primers, a polymerase with high
strand displacement activity in addition to a replication activity
and a fluorophore-labelled probe. Detection of homozygous wild,
heterozygous and homozygous mutant genotypes is performed by
melting curve analysis after amplification.

LAMP-MC assays were realized by use of the customized
Human Sleep Deprivation Combo kit (Cat#LC-SDC-LP-24, LaCAR
MDX, Liége, Belgium). A positive control and a negative control
were supplied for each SNP. Samples, controls and reagents were
thawed at room temperature and the reactions were set up with
5 wL blood or control, or one swab, in 1 mL of lysis buffer. After
10 min of incubation at room temperature, 5wl of the lysed
sample or control were added to 20 L reaction buffer per well.
Each SNP was detected by a separate reaction buffer, containing all
reagents specific for the amplification and detection of one SNP.
The 8 wells strip, containing 6 unknown samples and 2 controls,
was briefly centrifuged and then placed in the analyzer (LC-Genie
™ v3.17). Following the 40 min amplification step at 65 °C, the
mix were cooled down to 35°C to allow fluorophore-labelled
probe annealing. Then melting curves were generated in the
temperature range of 35—-80°C with ramp rate of 0.2°C/s. The
increasing of temperature induces the separation of the fluoro-
phore from the quencher and the generation of a fluorescence
signal. According to the design of each SNP probe, the presence or
the absence of mutation decreases the dehybridization tempera-
ture of probe.

2.4. Analytical validation and statistics

For the validation of each SNP, 30 blood samples and 12 buccal
cells samples were blindly assayed performing 7 runs. The quality
and specificity of the signal were checked from the observed
melting profiles as well as the adequacy between the measured
melting peaks and the acceptance windows mentioned by the
manufacturer. Intra-assay precision was evaluated by the analysis
of one set of 6 replicates from one heterozygote blood sample for
each studied SNP. Inter-assay precision was calculated from
melting temperatures that were obtained after testing the same
heterozygote sample during 6 assays, by three different operators.
At last we have compared the genotyping results of the two
methods for the 42 assayed samples. To assess the concordance of
genotype data between technologies, we computed the Cohen’s
kappa coefficient, a commonly used index to quantify agreement
between two measurements [25]. The k statistic measures
agreement between two raters that is beyond chance, with chance
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Fig. 1. LAMP melting curves of blood samples for the 5 tested SNPs. A) rs5751876 ADORA2A, B) rs1800629 TNF-alpha, C) rs73598374 ADA, D) rs4680 COMT and E) rs22897
PER3. Signals from homozygous subjects are represented by yellow and blue lines, signals from heterozygous subjects are represented by green lines. Red and pink lines
correspond respectively to positive and negative controls (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this
article).



4 C. Drogou et al. / Biotechnology Reports 26 (2020) e00468

Table 1
Observed melting peak temperatures from 42 samples.

SNP Mean Observed range Observed range size LaCAR MDX range acceptance
rs5751876 ADORA2A

C allele (n=39) 60.98 60.66 - 61.77 111 59.6 - 62.6
T allele (n=26) 51.52 51.18 - 52.31 113 50.2 - 53.2
TNF-a 151800629

G allele (n=39) 58.65 58.05 - 59.47 1.42 57.1 - 60.1
A allele (n=11) 52.24 51.52 - 53.46 1.94 50.8 - 53.8
rs73598374 ADA

C allele (n=42) 59.66 58.37 - 60.49 212 58.1 - 61.1
T allele (n=7) 47.67 47.41 - 48.02 0.61 45.8 - 48.8
rs4680 COMT

G allele (n=16) 64.18 63.45 - 64.63 1.18 62.8 - 65.8
A allele (n=18) 58.43 57.45 - 58.99 1.54 57.0 - 60.0
1s228697 PER3

C allele (n=40) 44.80 43.65 - 46.06 2.41 43.1 - 46.1
G allele (n=5) 60.97 60.67 - 61.29 0.62 59.0 - 62.0

All data are in °C.

being a value of zero and with 1.00 being complete agreement, not
by chance. k Values were calculated and ranked as minimal
agreement (k<0.20), weak agreement (k<0.40), moderate agree-
ment (k<0.60), good agreement (k<0.80) and excellent agreement
(k>0.80) [26].

3. Results
3.1. LAMP-MC method

Genetic variations for the rs5751876 ADORA2A, rs1800629
TNF-a, rs73598374 ADA, rs4680 COMT and rs228697 PER3 are
T>CA>G, T>C A>GandG > Crespectively. The customized kit
included the accepted range of melting temperature for each
allele of the 5 SNPs. In both runs negative controls have certified
that no contamination was present. The efficiency of the
procedure was assessed by systematically using positive controls
that consist in different plasmids containing wild type and
mutated gene fragments for each target polymorphism. Observed
fluorescence levels were satisfactory. Curves were generated by
derivative of fluorescence signal increases. Melting curves of the
different genotypes detected by LAMP-MC are shown in Fig. 1.
They well illustrate the quality of the signal for each of the 5
assayed SNPs; each profile includes a negative control, a positive
control and six unknown samples. Overall the analysis of the 42
samples (30 blood cells plus 12 buccal cells) by the LAMP-MC
method gave specific signals for the 5 SNPs. In detail, all melting
peaks were in the accepted range excepted for one sample for
rs1800629 TNF-aand rs4680 COMT and two samples for
rs228697 PER3. On the other hand no signal was obtained from
the 12 buccal cells samples for the rs4680 COMT. Supplementary
lysis tests, consisting to add a buccal swab to blood lysis, have
shown that presence of saliva systematically inhibits the
fluorescence signal.

Both means, minimum and maximum temperatures of
accepted melting peaks obtained from the 7 runs analysis, are
presented inTable 1. Intra- and inter-assay precisions are described
in Table 2. The assays have good performances (CV < 1.5 % in the
inter-assay precision analysis).

3.2. Comparison of genotypes frequencies with the referent TagMan
method

The TagMan-determined genotypes frequencies of the 42
humans volunteers from our 1023 European panel and those
obtained in 1000 Genomes Project are shown in Table 3. The
genotypes frequencies for our 1023 panel are similar to the 1000

Table 2
Analysis of assay precision (n=6).

Intra-assay precision Inter-assay precision

Tm mean (°C) CV (%) Tm mean (°C) CV (%)
rs5751876 ADORA2A
C allele 60.95 0.34 61.00 0.49
T allele 51.50 0.38 51.61 0.46
rs1800629 TNF-a
G allele 58.55 0.39 58.67 0.71
A allele 51.98 0.45 52.12 0.87
rs73598374 ADA
C allele 59.84 0.45 59.63 0.67
T allele 47.56 0.88 47.57 1.07
rs4680 COMT
G allele 64.28 0.38 64.06 0.37
A allele 58.46 0.39 58.37 0.31
rs228697 PER3
C allele 45.58 0.44 44.60 1.24
G allele 61.36 0.38 60.79 0.33

Tm: melting peak temperature; CV: Coefficient of variation.

Genomes Project data on the GRCh38 reference assembly [24]. All
alleles were represented in the 42 volunteers, all existing
genotypes for each SNP were therefore tested.

The comparison was only performed for the sample showing
melting peak temperature in the manufacturer accepted range
(see above for excluded samples). Moreover, as no signal was
obtained for rs4680 COMT on the 12 buccal cells samples, this
comparison was not possible. Thus number of interpreted melting
curves was comprised between 42 and 29 after running 30 blood
samples and 12 buccal cells samples for each SNP (Table 4). The
concordance analysis between the two genotyping methods is
summarized in Table 4. A majority of genotyping results was valid
except for a few heterozygous profiles. In these profiles, one of the
two allelic peaks was too weak and 1 false homozygous result was
displayed.

The results showed an excellent concordance with the referent
TagMan method for 4 studied SNPs (i.e. r1s5751876 ADORAZ2A,
rs1800629 TNF-a, rs73598374 ADA and rs228697 PER3 in blood
and buccal cells). Cohen’s Kappa coefficients higher than 0.80 in
blood and buccal cells attest to an excellent agreement between
the two genotyping methods (Table 4) [26]. Concerning the rs4680
COMT, Cohen’s Kappa coefficient 0.61 in blood signs a good
agreement.

In addition it should be noted that in the case of an invalid
melting peak temperature or invalid result, samples were tried
again and a half was detected successfully (Data not shown).
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Table 3
Genotypes frequencies.

Gene Reference SNP Allele (Wild/Mutated) Frequency W/W Frequency W/M Frequency M/M
ADORA2A 1s5751876 C/T 333 59.3 74
(35.9) (45.6) (18.5)
[37.4] [47.1] [15.5]
TNF-a rs1800629 G/A 75.5 18.9 5.6
(74.1) (24.6) (1.3)
[74.4] [24.5] [1.2]
ADA 1s73598374 C/T 872 12.8 0
(89.2) (10.4) (0.4)
[88.1] [11.5] [0.4]
COMT rs4680 G/A 29.2 45.8 25
(30.4) (49) (20.6)
[26.4] [471] [26.4]
PER3 1s228697 C/G 89.8 10.2 0
(82.7) (16.4) (0.9)
[81.7] [17.3] [1]

Data in percent (%) of the n =42 subjects, % of the 1023 European volunteers in parentheses and % of the 1000 Genomes project in brackets. W is the wild allele, M is the

mutated allele and W/M correspond to heterozygous subject.

Table 4

Concordance between genotyping results of LAMP-MC method with the referent method.

Gene [SNP Sample type Sample number Interpreted melting Valid result False result® Concordance (%) Cohen’s k Coefficient”
curves

ADORA2A | Blood 30 30 29 1 96.7 0.936
1s5751876 Bu Cells 12 12 12 0 100 1
TNF-a | Blood 30 29 28 1 96.6 0.910
rs1800629 Bu Cells 12 12 11 1 91.7 0.824
ADA | Blood 30 30 30 0 100 1
rs73598374 Bu Cells 12 12 12 0 100 1
COMT / Blood 30 29 25 4 86.2 0.610
rs4680 Bu Cells 12 0 - - - -
PER3 | Blood 30 28 27 1 96.4 0.870
rs228697 Bu Cells 12 12 12 0 100 1

Bu Cells means Buccal cells.
@ Heterozygous not detected (one of the two peaks too weak).

b Cohen’s kappa values are ranked as minimal agreement (k<0.20), weak agreement (k<0.40), moderate agreement (k<0.60), good agreement (k<0.80) and excellent

agreement (k>0.80).

4. Discussion

Initially described by Notomi et al. [14], the LAMP approach
allows to rapidly amplify a target DNA sequence in high specific
and sensitive manner despite the use of untreated biological fluids.
These properties have been used by LaCAR MDX to develop kits for
genetic polymorphisms detections. The present study shows that
the LAMP technique and subsequent melting curve analysis may be
chosen for simple and rapid detection of number of single
nucleotide variants. The observed temperature ranges were lower
than 2°C for 8 alleles out of 10 which attests the LAMP-MC
robustness (Table 1).

A reliable genotype identification of 4 SNPs of interest was
achieved in more than 90 % of samples (i.e. rs5751876 ADORA2A,
rs1800629 TNF-«, rs73598374 ADA and rs228697 PER3 in blood
and buccal cells) and the success rate is 86 % for rs4680 COMT with
blood samples. Moreover for each invalid signal (melting peak
temperature out of range or one of the two peaks too weak) a
second assay of sample has allowed to obtain a correct result in
50 % of the cases. Thus the set of primers and labelled fluorophore
probe designed by LaCAR MDX has permitted to reliably detect the
five SNPs in blood even in the presence of several mutations in the
targeted DNA region especially for rs5751876 ADORA2A and
rs4680 COMT. A LAMP-MC assay has been previously developed for
a rapidly diagnosis of genetic predisposition to lactose intolerance
in human [21] and our results showed its promising interest in
future research protocols to rapidly identify sensitivity to extreme
environmental conditions such as sleep debt.

In addition we are the first to detect SNP in buccal cells of
healthy human using LAMP-MC method without prior DNA
extraction. Except for rs4680 COMT, this method is good or
excellent. Indeed, a previous work has been conducted by Carlos
et al. [19] on buccal cells but with a prior DNA extraction before
LAMP analysis.

In our study, both blood and buccal cells have given good
results, except for the rs4680 COMT. In the case of this SNP, the
lack of signal is closely related to the use of the salivary matrix.
Previous studies have shown that saliva-derived genomic DNA
contains significant bacterial contamination, which may reduce
the amplification and genotyping success rates compared to the
use of blood-derived genomic DNA [27-29]. Thus Hansen et al.
[27] and Rogers et al. [28] compared the amplification and
genotyping performances obtained after extraction of DNA from
blood and from different saliva collection devices. They particu-
larly reported more important bacterial DNA and protein
contaminations and lower genotyping call rates when buccal
swab rather than whole saliva Oragen devices are used. The loss of
efficiency between blood and different salivary samples is likely
related to the quantity of protein and bacterial DNA in saliva
samples. In our case of a specific lack of signal for rs4680 COMT
assay, we can put forward two explanations: (i) a common
bacterial nuclease cleaves human genomic DNA near the rs4680
target or (ii) some contaminating bacterial DNA may competi-
tively interfere with the binding of the labelled probe to the
rs4680 target and adjacent sequences. On this assumption,
purification of the salivary sample will therefore not necessarily
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bring a better result. Furthermore, Abildgaard et al. [20] have
observed more consistent melting curve profiles when whole
blood was used as raw material compared to the DNA extract. To
overcome problems encountered with salivary samples, future
assays will be conducted using non-absorbent materials. Small
scarpers cells will be tested in place of buccal swabs to maximize
rapid recovery of epithelial cells and minimize salivary proteins
binding. For the genotyping of saliva samples, we therefore
recommend that preliminary tests be performed for each newly
developed kit to verify the quality of the amplification signal. It
should be noted that all biological fluids can be tested [23] and
that in any case only 5 pL of blood is required.

Compared to conventional genotyping methods (array-based
hybridization, PCR or sequencing), LAMP-MC exhibits several
interesting advantages: (i) no prior DNA extraction is required, (ii)
the assays are simple and easy to perform once the appropriate
primers are prepared, (iii) the maximum amplification signal is
achieved within 40 min, (iv) the equipment required is neither
expensive nor cumbersome. These characteristics of LAMP-MC
results in shorter response times between sample and reliable
genotyping than conventional methods. This allows us to quickly
and individually advise each of our healthy subjects during sleep
and caffeine awareness training. Furthermore, due to the absence
of genomic DNA extraction, an ancestral DNA library is not built up,
and this guarantee facilitates the participation of volunteers in
health follow-ups.

In conclusion, the LAMP-MC method is fast and does not
request expensive equipment which makes it useful for low
throughput research studies. A major advantage of the genotyp-
ing LAMP-MC method is its ability to amplify DNA directly from
whole blood or buccal cells by the easy use of custom-designed
kits.

Our results show that this genotyping method is adapted to
help understanding individual vulnerability to sleep debt or
individual adaptability to countermeasures.
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Titre : Influence de polymorphismes génétiques sur le sommeil et I'efficacité de la caféine.
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Résumé : De nombreux emplois imposent du travail
de nuit ou a des périodes d'éveil prolongé qui ont
des conséquences déléteres sur la qualité de vie et
les performances. La caféine est la contre-mesure
nutritionnelle éveillante la plus utilisée pour limiter
ses effets. Cependant, il existe une grande variabilité
interindividuelle des effets de la caféine sur le
sommeil et la performance en privation de sommeil.
Celle-ci partie étre liée a des
polymorphismes génétiques.

pourrait en

L'objectif de ce travail est de déterminer I'influence

de polymorphismes génétiques associés a la
pharmacocinétique et la pharmacodynamie de la
caféine sur la durée de sommeil, les troubles du
sommeil et a la dégradation des performances au

cours d'une privation totale de sommeil.

Deux études ont été réalisées : (i) sur l'influence de 15
polymorphismes génétiques d'un seul nucléotide
(SNPs)

consommation de caféine par questionnaire sur une

sur les paramétres du sommeil et la
population francaise (n=1023) ; (ii) en laboratoire, sur
I'influence de 5 SNPs sur les performances cognitive
et physique chez 41 sujets privés de sommeil
recevant de la caféine ou un placebo.

Nos résultats montrent [linfluence  des
polymorphismes de la cytokine pro-inflammatoire
(TNF-a) et du récepteur a I'adénosine A2A (géne :
ADORA2A) sur le risque de troubles du sommeil, la
durée du sommeil, sur la dégradation des
performances en situation de privation de sommeil,

et sur l'efficacité de la caféine.

En conclusion, nos résultats soulignent que
(i) I'influence des polymorphismes d’ADORA2A sur
le temps total de sommeil et/ou le risque de
troubles du sommeil s'efface dés que la
consommation de caféine dépasse 50 mg par jour
et que (ii) la prise aiglie de caféine en situation de
privation de sommeil module linfluence du
polymorphisme de TNF-a sur l'altération de la
I'attention

performance cognitive, notamment

soutenue.

Ces résultats pourront étre utilisés au profit des
personnels travaillant de nuit, ou des sportifs dans
dette de

d'individualiser et d'optimiser les stratégies de

des situations de sommeil afin
consommation de caféine dans le but de limiter les
dégradations des performances induites par la

dette de sommeil.




Title: Influence of genetic polymorphisms on sleep and caffeine efficiency.

Keywords: genetics polymorphisms, sleep disorders, sleep deprivation, caffeine, adenosine, cytokine

Abstract: Several professions enforce to work at

night or prolonged wakefulness resulting in
deleterious consequences on the quality of life and
performances. Caffeine is the most widely used
nutritional countermeasure to counteract these
effects. However, there is a large interindividual
variability to caffeine effects on sleep and the
degraded performance during sleep deprivation. This

variability could be linked to genetic polymorphisms.

The aim of this work is to determine the influence of
single-nucleotide polymorphisms (SNPs) associated
with pharmacokinetics and pharmacodynamics of
caffeine, on total sleep time, sleep disorders, and
degraded performances total

during sleep

deprivation.

Two studies were carried out on: (i) the influence of
15 single nucleotide polymorphisms (SNPs) on sleep
parameters and caffeine consumption which were
in a French

self-reported in a questionnaire,

population (n=1023); (ii) in a laboratory, on the
influence of 5 SNPs on cognitive and physical
performances in 41 sleep-deprived healthy subjects

supplemented with caffeine or placebo.

Our results highlight the influence of
polymorphisms of the pro-inflammatory cytokine
(TNF-a) and the adenosine A2A receptor (gene,
ADORA2A) on the risk of sleep disorders, on the
degraded performance

induced by sleep

deprivation, and on the efficiency of caffeine.

In conclusion, our results indicate that (i) influence
of ADORA2A polymorphism on total sleep time
and/or sleep disorders is dependent on caffeine
consumption, and that (ii) acute caffeine intake
during total sleep deprivation modulated the TNF-

a influence on the cognitive performance
degradation and particularly on sustained
attention.

These results could be used for the benefit of the
Forces in order to individualize and optimize
caffeine consumption strategies in order to limit
the degradation of performances induced by sleep
debt.
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