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Dans la nature, ’ouverture des feuilles de 1’églantier (Rosa canina) est en phase avec le lever
du soleil, a ’opposé de celle des fleurs du siléne penché (Silene nutans) s’ouvrant avec la
tombée du jour. La buse variable (Buteo buteo) chasse pendant le jour et se repose pendant la
nuit tandis que la chouette effraie (Tyto alba) présente a I’inverse une activité nocturne et un
repos diurne. L'hellébore fétide (Helleborus foetidus) débute sa période de floraison en janvier
tandis que I’iris des marais (lris pseudacorus) doit attendre le mois de mai pour fleurir. Le
départ, des la fin de ’été, de quelques milliards d’insectes et d’oiseaux, notamment la libellule
sympétrum stri¢ (Sympetrum striolatum), le papillon vulcain (Vanessa atalanta) et
I’hirondelle rustique (Hirundo rustica) a partir de 1I’Europe et en direction de contrées plus
chaudes, se répéte d’année en année. La reproduction du putois (Mustela putorius putorius) et
de la truite commune (Salmo trutta) s’effectue a un moment bien déterminé dans 1’année, en
mars et en novembre, respectivement. Voici quelques exemples, tant au niveau du régne
végétal que du régne animal, des nombreux événements s’effectuant de maniére répétée a
I’identique au cours du temps. Ces rythmes ont une périodicité proche de la durée soit d’un
jour, soit d’un an. A premiere vue, ces différents rythmes semblent suivre passivement le

monde extérieur. ..

En ce qui concerne les rythmes journaliers, il est maintenant clairement établi que ces
différents comportements sont construits activement par 1’organisme, qui contient alors une
horloge interne. En plagant des rongeurs dans des cages individuelles permettant un accés a
une roue, l’enregistrement de 1’activité locomotrice peut-étre effectué par comptage du
nombre de tours de roue, par tranche de dix ou quinze minutes. Si les animaux sont placés en
conditions environnementales constantes comme, par exemple, en nuit constante (DD, "Dark-
Dark"), on remarque que le rythme d’activité locomotrice persiste comme le montre les
actogrammes figure 1, pour ’exemple d’un rongeur nocturne, et d’un rongeur diurne. Le
rythme d’activité locomotrice s’exprimant en conditions constantes, sans influence du monde
extérieur, est dit endogéne. En suivant jour aprés jour I’heure de début d’activité, on peut
calculer la période de ce rythme. Dans le cas de la souris comme dans celui de A. ansorgei,
cette période est proche de 24 heures, sans étre exactement égale a 24 heures. Ce rythme est
alors qualifi¢ de circadien (du latin: circa, proche de; et dies, jour). Ainsi, les 24 heures
circadiennes sont divisées en jour subjectif (correspondant a la phase d’activité chez les
organismes diurnes et a celle de repos chez les nocturnes) et en nuit subjective (phase
d’activité des nocturnes et de repos des diurnes). Si les animaux sont placés en conditions

d’alternance jour/nuit LD12:12 ("Light-Dark12:12", 12 heures de lumiére et 12 heures
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Time (Days)

Arvicanthis

Figure 1: Mus musculus et Arvicanthis ansorgei présentent une activité locomotrice de roue
clairement nocturne et diurne, respectivement.

Enregistrements représentatifs de 1’activité locomotrice de roue en double représentation. Les
animaux sont maintenus en conditions LD12:12 (barres horizontales blanches et noires en
haut), avant d’étre placés en obscurité constante (barre horizontale noire en bas) au moment
indiqué par la fléche. Les zones grisées symbolisent 1’obscurité. La souris Mus musculus
présente un rythme journalier et circadien d’activit¢é locomotrice nettement marqué. A
I’inverse, 1’activité locomotrice du rat Arvicanthis ansorgei est tout aussi rythmique mais
s’effectue pendant le jour (subjectif). En libre cours, ces deux espéces montrent un rythme
endogéne inférieur (souris) et Iégérement supérieur (Arvicanthis ansorgei) a 24h.
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d’obscurité), la période du rythme d’activité est égale a exactement 24 heures, 1’horloge
endogene est donc capable de se synchroniser avec le monde extérieur pour étre totalement
en phase avec celui-ci. Les synchroniseurs, quelle que soit leur nature (biotique et abiotique)
sont des "donneurs de temps" ou "Zeitgebers". Le synchroniseur le plus puissant est le cycle
LD et par convention, I’arrivée du jour définit le ZTO ("Zeitgeber Time 0"). L’horloge
endogene peut donc étre synchronisée par le monde extérieur, cela permet de conserver des
relations de phase stables entre différents événements journaliers effectués par I’animal et les
variations journaliéres de I’environnement. Par exemple, les personnes ayant effectu¢ un
voyage trans-méridien peuvent présenter des troubles du sommeil. Dans ce cas, leur horloge
interne n’est pas en phase avec le nouvel environnement et aura besoin de quelques jours pour
étre resynchronisée ce qui permettra alors au voyageur de retrouver des moments de sommeil

et d’éveil harmonieux.

Le caractére endogeéne des rythmes permet aux organismes de présenter une réponse
anticipatrice adaptée et ainsi d’augmenter leur chance de survie (principe de "predictive
homeostasis"). Le pic de cortisol, participant a la préparation de 1’organisme a la phase
d’éveil, survient en fin de phase de repos avant I’apparition du ZT du cycle LD. Cette capacité
des organismes a anticiper les variations de I’environnement est encore plus évidente sur une
période non plus de 24 heures mais d’une année. Par exemple, la coloration blanche du
hamster sibérien (Phodopus sungorus) et ’engraissement du hamster d’Europe (Cricetus
cricetus), en vue du passage de I’hiver, doivent étre amorcés avant que 1’hiver ne soit installé,
avant que I’environnement ne soit lui-méme entiérement blanc. Pour se repérer dans le temps
annuel, la majorité des animaux a physiologie saisonni¢re utilise les variations de durée
d’éclairement sur 24 heures. En effet, la durée de jour sur 24 heures ou photopériode est plus
courte en hiver qu’en été ce qui permet de synchroniser la physiologie des animaux sur une

période d’un an.

Depuis quelques années, des évidences existent quant a I’interaction entre les systémes
circadien et saisonnier. Nous avons essay¢ de mieux comprendre comment les variations de la
photopériode affectent le fonctionnement nycthéméral de I’horloge endogene et de I’une de
ses cibles chez différents mammiferes. Dans cette introduction, je présenterai tout d’abord le
systeme circadien, la localisation anatomique de [I’horloge endogeéne, ses propriétés
neurochimiques, électriques et moléculaires. Ensuite, une seconde partie sera consacrée au
systéme saisonnier, les supports essentiellement hormonaux des adaptations annuelles de la

physiologie et les roles des structures essentielles a cette adaptation.
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Figure 2 : Schématisation générale des propriétés d’une horloge (d’aprés Roennenberg &
Merrow, 2003).

Pour qu’une structure, représentée en (d), soit qualifiée d’horloge, elle doit étre organisée
selon un axe bien défini. Les différentes composantes correspondent a (a) des signaux
externes pergus par (b) le récepteur ; en (C), ces informations sont transmises par une voie de
communication a (d), un générateur de rythmes, nécessaire et suffisant pour générer un
rythmicité auto-entretenue. Ce générateur de rythmes permet ensuite 1’existence de rythmes
via une transduction de signaux de sortie représentée en (€).
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1. Le systeme circadien.

1.1. INTERET D’UN SYSTEME CIRCADIEN.

La présence d’une horloge interne permet donc aux animaux de se repérer dans le temps
journalier. L’une des démonstrations de la présence de cette horloge est la persistance d’un
rythme d’activité locomotrice en conditions environnementales constantes. L’enregistrement
de cette activité sur plusieurs jours permet le calcul de la période endogéne des animaux. Or,
la période endogéne d’une souche de hamster syrien, la souche tau, est inférieure a celle des
autres souches. Comme les animaux tau sont rythmiques en DD, ils possédent bien une
horloge interne mais dont le fonctionnement est perturbé. En revanche, en cycle LD, ces
animaux sont normalement synchronisés a 24 heures. Afin de mettre en évidence quelle
structure peut étre qualifiée d’ "horloge interne", nous devons donc définir quelles sont les
propriétés que doit présenter une telle structure.

Sur la figure 2 (d’aprés ) sont schématisées les propriétés d’une
horloge. Un "générateur de rythmes" est nécessaire et suffisant pour obtenir une rythmicité et
ce, de maniere endogene, un "récepteur” correspond a la perception du monde extérieur et les
parties "transduction des signaux d’entrée et de sortie" correspondent aux moyens par lesquels
les informations sont transmises. Au cours de ce manuscrit, nous verrons que ce schéma peut
s’appliquer aussi bien au niveau de 1’organisme entier qu’au niveau cellulaire. Une horloge
permet donc de générer et de distribuer des signaux de nature rythmique a 1’organisme. De
plus, bien que son fonctionnement soit totalement auto-entretenu (montré en DD), elle se
synchronise avec I’environnement extérieur (montré en LD) afin d’étre en phase avec lui. Ce
sont ces trois grands axes de fonctionnement d’une horloge qui seront abordés dans cette

partie.
1.2. UNE HORLOGE... DANS LE CERVEAU.

1.2.1. Evidences expérimentales.

La localisation d’une horloge circadienne cérébrale a été précisée notamment a partir de
Iésions d’une structure paire de I’hypothalamus qui repose sur le chiasma optique de part et

d’autre du 3™ ventricule, les SCN ("noyaux suprachiasmatiques") (voir figure 3). Ainsi,
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Bregma —0.3 mm

Figure 3 : Localisation des noyaux suprachiasmatiques chez le hamster doré (d’aprés Morin

& Wood, 2001).

3V, troisieme ventricule; co, chiasma optique; PVN,
hypothalamiques, SCN, noyaux suprachiasmatiques.

noyaux paraventriculaires
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Stephan & Zucker (1972) et Moore & Eichler (1972) ont montré respectivement, que la lésion
des SCN induisait une perte de la rythmicité de 1’activité locomotrice et du contrdle du rythme
de sécrétion de corticostérone. Par la suite, de nombreuses études effectuées chez beaucoup de
mammifeéres ont montré que les SCN sont le siege de 1’horloge endogeéne qui contrdle
I’expression rythmique des fonctions physiologiques et comportementales, sur une période

d’environ 24 heures.

Les animaux deviennent arythmiques apres lésion des SCN, mais si des cellules des SCN d’un
animal donneur sont greffées, ils retrouvent alors un comportement rythmique d’activité
locomotrice ( ). Ralph et coll. (1990) ont réalis¢ des greffes a partir du
mutant hamster syrien tau, dont la forme hétérozygote présente une activité circadienne
d’environ 22 heures et la forme homozygote, une activité circadienne de 20 heures. La greffe
ICV ("Intracérébroventriculaire") de SCN prélevés chez un mutant homozygote tau,
réinstaure chez un animal sauvage ayant les SCN [ésés et maintenu en condition de nuit
constante, un rythme d’une période de 20 heures, la méme que celle du donneur. Il en est de
méme chez des souris provenant de souches a comportement non rythmiques par diverses
mutations géniques ( ).

L’ensemble de ces travaux, complétés par des données d’activité électrique des neurones des
SCN in vitro (paragraphe A.1.2.3.), démontre que 1’oscillateur endogéne nécessaire a la
genese des rythmes circadiens, est localisé dans les SCN qui transmettent alors I’information

rythmique a tout I’organisme.

1.2.2. Subdivisions histochimiques des SCN.

Les SCN sont constitués d’environ 16000 cellules chez le rat ( ), ils
s’étendent sur 900pum ( ) et sur 600um chez le hamster syrien (
) ce qui, pour reprendre 1’expression de Till Roenneberg et Marta Merrow

(2003) ne représente "environ que la taille d’un grain de riz, mais ses qualités sont
remarquables" . Les SCN n’ont pas une structure homogene et peuvent étre subdivisés en
plusieurs parties, en fonction du contenu en neuropeptides.
L’AVP ("Arginine vasopressin") est exprimée dans les SCN de fagon non homogéne. La
localisation des neurones a AVP permet une subdivision des SCN : la partie dorso-médiane
des SCN (dmSCN) (

). Les pics d’ARNm et de peptide apparaissent pendant la phase lumineuse du cycle
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jour/nuit en conditions LD et pendant le jour subjectif en conditions constantes DD (
). Les

neurones & AVP ont des projections vers la partie ventro-latérale des SCN (vISCN) (
) qui n’exprime pas I’AVP, mais posséde des neurones a VIP ("Vasoactive
intestinal peptide"). Chez le rat, les pics d’ARNm et de peptide du géne Vip sont présents de

nuit mais, chez cette espéce, ces variations journalieéres ne sont pas circadiennes (

). Ainsi, les SCN peuvent étre subdivisés en une partie dorso-médiane
(neurones a AVP) et en une partie ventro-latérale (neurones a VIP). De plus, les cellules
du dmSCN sont allongées avec un large noyau et les contacts somato-somatiques sont
nombreux alors que les cellules du VISCN sont moins denses, plus sphériques et généralement
plus grandes ( ). Outre ces
deux neuropeptides permettant la subdivision principale des SCN, d’autres sont également
exprimés au sein des SCN, et localisés dans des régions définies pour certains. De nombreux
neurones a GABA et a glutamate sont présents, mais diffus au sein de I’ensemble des SCN et
colocalisent avec le VIP ou ’AVP ( ), les neurones a GRP ("Gastrin
releasing peptide") se situent uniquement dans le vISCN et le GRP colocalise avec le VIP
( ) ; dans le dmSCN, il y a colocalisation de I’AVP et de 1’enképhaline
( ). A T’inverse, les neurones a somatostatine ne colocalisent ni avec
I’AVP ni avec le VIP, car ils se situent entre le vVISCN et le dmSCN (

). L’expression du géne Calbindin dans les SCN a également été montrée
chez la souris et le hamster syrien. Cette expression présente une régionalisation ventro-
dorsale, avec des neurones a CALB présents uniquement dans la région vISCN (souris

, hamster ). Chez le hamster syrien, ces
neurones ne sont présents que dans la partie centrale de I’étendue des SCN définissant ainsi

une régionalisation de type rostro-caudale ( ).

En plus de ces compartimentations pour I’expression des neuropeptides, il y a des différences
inter-espéces qui compliquent encore la structure anatomique des SCN. Par exemple, des
terminaisons nerveuses a8 NPY ("Neuropeptide Y"), en provenance des feuillets intergéniculés
latéraux, sont situés principalement dans le vVISCN chez le hamster syrien et chez Arvicanthis
ansorgei alors que chez le hamster sibérien et la souris, ils sont répartis dans I’ensemble des

SCN (données du laboratoire non publiées).
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Ainsi, la subdivision principale dmSCN vs vISCN suppose des fonctionnements différents de
ces deux sous-ensembles dans la génération, le maintien et la distribution de la rythmicité
( ).

Comme I’expression de I’Avp est circadienne mais pas celle du Vip chez le rat, nous avons
cherché d’une part si cela peut étre généralisé a d’autres especes de rongeurs et d’autre part,
si I’expression de ces deux neuropeptides participe aux variations saisonnieres de I’activité

de I’horloge centrale (variations qui seront présentées au chapitre A.2.2.3.).

1.2.3. Activité électrique des neurones des SCN.

L’une des méthodes pour obtenir des informations concernant 1’activité d’une cellule ou d’un
tissu consiste a caractériser la fréquence des décharges de ces neurones. Ainsi, Inouye et
Kawamura (1979) ont montré in vivo que I’activité spontanée des neurones est circadienne au
niveau de I’hypothalamus mais aussi en dehors de cette structure. En revanche, aprés isolation
d’une portion de I’hypothalamus contenant les SCN, cette rythmicité disparait dans le cerveau
alors qu’elle persiste dans la zone contenant les SCN. Ce travail montrant le caractére

autonome de 1’activité électrique rythmique des SCN, a été confirmé par des expériences in

vitro sur des tranches de tissus ( ) méme apres
plusieurs semaines de culture ( ) avec, dans tous les cas, un maximum
d’activité de jour, dépendant de la présence en Ca”" ( ). La méthode

de réalisation des tranches est importante : dans toutes les études utilisant des tranches
transversales, un seul pic d’activation des neurones a pu étre enregistré (

) alors qu’avec des tranches horizontales, deux
pics, situés aux transitions subjectives jour-nuit et nuit-jour, ont été observés (

). Cependant, 1’étude n’a pas permis de déterminer si ces deux pics représentent deux
populations de neurones a activité unimodale ou une seule et méme population de neurones
ayant une activité bimodale.

Des enregistrements a long terme de I’activité des neurones, en culture dissociée, ont permis
de mettre en évidence le fait que les cellules des SCN portent individuellement le caractére
endogéne et que les connections établies entre elles ne sont pas nécessaires a la genése de la
rythmicité ( ). En effet, apres
inhibition synaptique temporaire par application de TTX ("Tétrodotoxine") de durée variable,
les cellules retrouvent leur rythmicité en phase avec la phase projetée (calculée si les cellules

n’avaient pas €té inhibées).
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Cependant, toutes les cellules des SCN ne présentent pas les mémes caractéristiques
¢lectriques. Environ un quart des neurones des SCN ne présente pas d’activité électrique
cyclique, c’est le cas notamment, des cellules a CALB (

). La synthése de I’AVP est inhibée in vitro par application de TTX montrant ainsi la
nécessité de cette activité électrique pour le rythme d’AVP ( ). L’amplitude
des rythmes électriques mesurés est plus importante in vitro qu’in vivo ( ).
Ceci peut s’expliquer par le fait que la réalisation des tranches de tissus doit trés certainement
diminuer une partie des interactions entre les cellules des SCN ce qui diminuerait les
décalages de phase d’activité électrique. Et, en plus d’étre circadienne, 1’activité des cellules
des SCN est ultradienne et ces rythmes ultradiens, plus marqués in vivo, participeraient a
I’augmentation de la dispersion ; il en résulterait une diminution de I’amplitude générale
observée in Vivo ( ). Ainsi, le pic général de I’activité électrique des cellules
des SCN se situe de jour, mais in vivo des décalages de phases sont trés importants, avec des
cellules dont I’activité peut se situer en opposition de phase avec les autres (

) et la période des cellules varie entre 20h et 28.3h ( ).

1.2.4. Un couplage nécessaire a la construction d’un message rythmique.

Les cellules des SCN présentent leur propre activité endogeéne, mesurée lors
d’enregistrements in vivo ou in Vvitro ; on peut alors se demander si elles sont couplées pour
générer un message circadien global et comment ce couplage est réalisé. En utilisant des
multi-électrodes, I’étude d’animaux mutants a permis de répondre a la premicre question. Les
enregistrements de 1’activité unitaire de plusieurs neurones dissociés en culture chez le mutant
tau, montrent que la moyenne de leur période endogéne est directement proportionnelle a la
période endogeéne de I’activité locomotrice de I’animal ( , voir figure 4A). Par
la méme technique expérimentale, Honma et coll. (1998a) ont montré chez le rat, que la
moyenne des périodes individuelles d’activité électrique des neurones de SCN provenant de
différents animaux, correspond a la moyenne des périodes d’activité locomotrice mesurées sur
d’autres animaux. Cependant une plus grande variabilité est trouvée pour les périodes
mesurées pour ’activité électrique, que pour celle des périodes de 1’activité locomotrice (voir
figure 4B). Ainsi, bien que les cellules des SCN soient pour la plupart des oscillateurs
circadiens indépendants, il semble que leur synchronisation soit nécessaire au moins pour le

controle de 1’activité locomotrice.
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Figure 4 : La période moyenne d’activité des neurones des SCN est corrélée avec celle de
I’activité locomotrice chez le hamster syrien (d’apres Honma et al., 1998a et Hirota &
Fukada, 2004).

A. A gauche, moyenne +écart type des périodes d’activité des neurones des SCN (barres
grises) et des périodes d’activité locomotrice (barres blanches) chez le hamster syrien de
souche mutante tau homozygote (tau/tau), hétérozygote (tau/+) ou de souche sauvage (+/+). A
droite, régression effectuée a partir des résultats de gauche. La régression (r°=0.99) est
calculée avec la formule y =0.81x + 5.20 ou y = période comportementale et x = période
cellulaire d’activité (en heures). B. Distribution des périodes circadiennes d’activité
rythmique de 88 neurones des SCN mesurés a partir d’une culture dissociée de SCN de 15
animaux (a gauche) et d’activité locomotrice de roue de 114 animaux (a droite) chez le rat.
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La synchronisation des neurones des SCN pourrait faire intervenir les connections entre
neurones. En effet, in vitro, des neurones couplés présentent le méme rythme de décharge (en
termes de phase et de période) mais ce couplage est perdu a la suite d’un traitement au TTX
( ) et, in vivo, les potentiels d’action Na" dépendants permettent d’établir la
synchronisation des neurones ( ). Les jonctions ¢€lectriques GAP que les
neurones établissent entre eux, semblent également intervenir dans cette synchronisation in
VIVO mais pas in vitro ( ). Les souris mutantes connexin-36"" rendant
impossible la formation de jonctions GAP, présentent une augmentation de [’activité
locomotrice de jour, ce qui pourrait traduire une plus faible amplitude de la rythmicité

circadienne ( ).

La synchronisation des neurones des SCN pourrait également impliquer les astrocytes. Les
prolongements astrocytaires présentent une variation circadienne, avec un maximum obtenu
de jour ( ). Ces changements dynamiques
pourraient moduler les interactions neuronales en modifiant les connections neurones-

neurones, la composition du milieu extracellulaire...
1.2.5. Subdivisions histochimiques....et fonctionnelles des SCN ?

Les neurones a VIP et & AVP étant localisés dans des régions bien définies des SCN, on peut
supposer que leur apport respectif dans la formation des rythmes circadiens, est différent. La
voie afférente majeure aux SCN est glutamatergique et aboutit en majorité au niveau des
cellules a VIP ( et voir chapitre A.1.2.6.). L’application de NMDA (pendant
15 min et lorsque les quantités d’AVP libérées sont les plus faibles) sur des tranches
hypothalamiques mises en culture, induit des décalages de phase opposés de la sécrétion
d’AVP et de VIP (avance de 1.5h pour ’AVP et retard de 5.3h pour le VIP,

). Ceci met en évidence le fait que ces deux populations de neurones intégrent
différemment un message, ce qui suppose qu’elles fonctionnent différemment. L’équipe de
Watanabe (2000) a montré qu’en appliquant du VIP sur des tranches de SCN, des décalages
de phase apparaissent pour la libération rythmique d’AVP, avec un retard ou une avance de
phase en fonction de 1’heure d’application.

La présence de deux oscillateurs a également été montrée par des enregistrements de 1’activité
¢lectrique des neurones. Si des tranches de SCN sont prélevées et enregistrées immédiatement

apres un décalage du cycle LD de 6 heures, ou 3 jours apres, deux pics d’activité électrique
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peuvent étre observés, correspondant au milieu de jour de I’ancien cycle LD et au milieu de
jour du nouveau cycle. De plus, si les parties vVISCN et dmSCN sont séparées, la partie vVISCN
se synchronise plus rapidement au nouveau cycle LD que la zone dmSCN (

). L’application continue d’un antagoniste du GABA (pour le récepteur GABA,)
provoque le méme effet ( , et pour revue : ). Ainsi,
les parties dmSCN et vISCN seraient régulées différemment et les deux oscillateurs différents
constitueraient les SCN. Les parties dmSCN et VISCN, subdivisions anatomiques des SCN,

présentent donc une réalité fonctionnelle.

1.2.6. L’afférence photique majeure des SCN.

Les fibres afférentes aux SCN proviennent de la rétine, des feuillets intergéniculés latéraux,
des noyaux du raphé, de I’hypothalamus et des SCN eux-mémes (voir figure 5,

).
Cependant, les voies principales d’entrée proviennent de la rétine (vers le vISCN) et des
neurones a VIP (vers le dmSCN) ( ). Les cellules ganglionnaires
de la rétine projettent directement vers les SCN par le RHT ("Tractus rétinohypothalamique")

et seule cette voie sera détaillée ici.

1.2.6.1. Anatomie et neurotransmetteurs impliqués.

Le RHT projette majoritairement vers le vVISCN chez de nombreuses espéces de mammiferes
¢tudiées et les neurones des SCN sensibles a la lumiére sont principalement situés dans cette
zone ( ).
Deux neurotransmetteurs semblent impliqués : le glutamate principalement et le polypeptide
activant I’adénylate cyclase pituitaire (pour revue, ). Tous deux sont exprimés
dans le RHT et seraient libérés dans les SCN en réponse a une stimulation lumineuse (

). La présence de récepteurs aux deux neurotransmetteurs a

¢té démontrée ( ).

1.2.6.2. Les photorécepteurs rétiniens.

Les cones et les batonnets permettent a la fois la transmission de 1’information lumineuse
visuelle mais aussi "non visuelle", c’est a dire I’information lumineuse parvenant aux SCN.

Dans ce dernier cas, ils ne semblent pas étre les seuls photorécepteurs impliqués : des souris
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Figure 5 : Représentation schématique des principales voies afférentes aux SCN en fonction
de la subdivision VISCN et dmSCN chez la souris (d’aprés Moga & Moore, 1997 ;
Abrahamson & Moore, 2001).

Sur plusieurs plans rostro-caudaux (R-C), la partic Core et la partie Shell des SCN sont
représentées en foncé et en clair, respectivement. DMH, noyaux hypothalamiques
dorsomédians ; MPN, noyaux préoptiques médians ; SPVZ, zone subparaventriculaire ;
VMH, noyaux hypothalamiques ventromédians.
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mutantes pour les cones et les batonnets (souris rd/rd cl avec rd, rodless et cl, coneless)
gardent leur capacité a €tre entrainées par des cycles LD tandis que des souris énuclées en
sont incapables (

). Pour la recherche de nouveaux acteurs, plusieurs
candidats ont été proposés : des génes codant des flavoprotéines, les Cryptochromes 1 et 2 et
une nouvelle opsine, la mélanopsine (pour revue, ).

Les Cryptochromes font partie des génes principaux de I’horloge moléculaire des SCN (voir
paragraphe A.1.3.1.1.) et sont exprimés dans la rétine. Leur implication dans la transmission
de I’information photique a été évoquée mais les animaux de souche Cryl'/' Cry2'/' tout
comme ceux de souche Cryl”™ Cry2” rdird cl conservent des propriétés d’entrainement
similaire a celles des souris de type sauvage (
).

L’expression du géne Mélanopsine a été mise en évidence tout d’abord dans la rétine du
xénope ( ) puis dans la rétine des mammiferes (

). Les cellules ganglionnaires exprimant ce geéne
projettent majoritairement vers les SCN (

). Afin d’étudier son implication possible dans les phénomeénes
d’entrainement photiques des SCN, plusieurs groupes ont réalisé des souches mutantes pour
ce gene (Opn4'/‘). La période d’activité¢ locomotrice de ces souris reste identique a celle des
souris sauvages en conditions LD et DD. En revanche, en conditions LL, la période est plus
courte et la réponse a un créneau lumineux appliqué au cours de la nuit est plus faible (

). L’expression de Mélanopsine semble donc jouer un
role dans le systéme circadien ce qui a été¢ confirm¢ par I’étude d’animaux de souche Opn4'/ ’
rd/rd cl. Ces souris ne sont plus sensibles a la lumiére, ni aprés ’application d’un créneau
lumineux de courte durée lorsque les animaux sont placés en DD, ni aprés ’application des
cycles LD ( ). Comme ces souris présentent des
projections des cellules ganglionnaires ainsi qu’une expression des Cryptochromes normale, il
parait clair que les cones, les batonnets et la mélanospine participent tous a la transmission de

I’information photique aux SCN.
1.2.7. Distribution des messages rythmiques efférents aux SCN.

Des tranches de SCN en culture libérent rythmiquement de I’AVP et du VIP dans le milieu de

culture montrant ainsi que ces neuropeptides jouent un role dans la médiation des signaux
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dmSCN (AVP) » VISCN (VIP)

VLS
OVLT
AVPe
MPM
SPVZ

PVH

DMH

VH

Figure 6 : Representation schématique des voies efférentes aux SCN en fonction de la
subdivision VISCN et dmSCN (d’apres Abrahamson & Moore, 2001).

Les voies de projections des parties Core et Shell des SCN sont représentées par des fleches
dont la taille est fonction de la quantit¢ de fibres. AVPe, noyaux périventriculaires
antéroventraux ; DMH, noyaux hypothalamiques dorsomédians ; MPN, noyaux préoptiques
médians ; OVLT, organum vasculosum lamina terminalis ; PVH, noyaux paraventriculaires

hypothalamiques ; PVT, noyaux paraventriculaires thalamiques; SPVZ, zone
subparaventriculaire ; VLS, septum latéral ventral ; VMH, noyaux hypothalamiques
ventromédians.
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efférents aux SCN ( ). In vivo, aucune
projection GRP n’a pu étre mise en évidence a 1I’opposé des nombreuses projections VIP ou
AVP chez le rat, le hamster syrien et la souris (

et pour revue,

). Elle concernent principalement le septum latéral ventral, les noyaux périventriculaires
antéroventraux, le noyau préoptique médian, les noyaux paraventriculaires thalamiques, les
noyaux hypothalamiques dorso et ventro médians (DMH et VMH) et surtout les noyaux
paraventriculaires hypothalamiques (PVN) et la zone subparaventriculaire (SPVZ)
( ). Il est a noter que ces cibles ne sont pas connectées de maniére
identique aux SCN, par exemple, le VMH recoit majoritairement des fibres a VIP, le DMH
des fibres & AVP tandis que les PVN et le SPVZ recoivent des fibres a AVP et des fibres a
VIP en proportions équivalentes (voir figure 6). Les roles précis de chacune de ces
connections ne sont pas trés bien déterminés mais les deux voies les plus documentées
concernent la régulation de la libération des glucocorticoides (

) et de
la mélatonine ( ). Ces deux hormones présentent un profil
circadien de libération sous dépendance des SCN et représentent donc une traduction
hormonale de 1’activité journaliére des SCN. Nous verrons en détail pour illustrer le controle
par les SCN par voies nerveuses, I’exemple du contrdle de la synthése de mélatonine. Nous
verrons ensuite si la libération de différents facteurs par les SCN participe a la distribution de

signaux rythmiques.

1.2.7.1. Voies nerveuses puis endocrines.

La m¢latonine est une hormone libérée par la glande pinéale (ou épiphyse) uniquement
pendant la phase nocturne du nycthémere (pour revue ).
Diverses ¢études, notamment de tragcage, ont pu mettre en évidence la voie polysynaptique
permettant le contrdle de cette glande endocrine par les SCN (voir figure 7). Bri¢vement, les
PVN, la colonne intermédiolatérale de la moelle épiniére et les ganglions cervicaux
supérieurs, servent de relais de I’information entre les SCN et la glande pinéale (

). Au sein de cette glande, ’enzyme limitante de la
synthése de mélatonine est ’AA-NAT ("Aryl-acrylamine N-acétyl transferase"). Le rythme
de présence des ARNm de 1’Aa-nat comme celui de la libération de mélatonine est aboli par

lésion de I’une des structures de la voie de contrdle, confirmant ainsi leur implication dans
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Message rythmique hormonal
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Figure 7 : Représentation schématique de la voie polysynaptique permettant aux SCN de
controler la synthese de mélatonine.

IML, colonne intermédiolatérale de la moelle épinieére ; PVN, noyaux paraventriculaires
hypothalamiques ; SCG, ganglions cervicaux supérieurs.
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cette voie polysynaptique (

). Chez les rongeurs, le controle de D’activit¢ de I’AA-NAT s’effectue au niveau
transcriptionnel et, une fois traduite en protéine, I’enzyme est directement active. Le contrdle
de synthése et de libération de mélatonine est donc dii au contrdle transcriptionnel du geéne
Aa-nat chez les rongeurs. Chez le mouton, la transcription de 1’Aa-nat est constitutive, le
controle est post-traductionnel. En effet, bien que la synthése de AA-NAT soit constante sur
24 heures, I’activité de ’enzyme est plus ¢élevée de nuit ce qui aurait pour origine une
inhibition nocturne de sa dégradation (pour revue : ).

Dans le but de déterminer quels sont les neurotransmetteurs impliqués dans le relais SCN-
PVN, Kalsbeek et coll. (1999, 2000) ont administré par microdialyse inverse de I’AVP ou de
la bicuculline (antagoniste du GABA) au niveau des PVN et ont suivi le décours temporel de
libération de mélatonine. Ainsi, ils ont démontré que I’AVP n’a pas d’effet sur la libération de
mélatonine mais que le GABA permet son inhibition. Par la suite, une autre étude a permis de
confirmer ce rdle inhibiteur du GABA qui interviendrait pendant la phase lumineuse du cycle
jour/nuit ( ). Une injection intrapéritonéale de MK801 (antagoniste
glutamatergique pour le récepteur NMDA), ou une application locale au niveau des PVN,

permet une diminution du niveau de mélatonine, révélant un controle activateur par le

glutamate ( ). Une alternance entre messages
activateur et inhibiteur en partance des SCN avait été¢ évoquée ( ) tout
comme dans le controle des cycles veille-sommeil ( ). Les SCN, via

leurs projections vers les PVN, permettent de controler la libération de mélatonine par un jeu

d’activation (glutamate) et d’inhibition (GABA) de leurs neurones cibles situés dans les PVN.

Les sécrétions rythmiques de ces hormones (mélatonine, glucocorticoides) permettent donc
une action dépendante du temps sur leurs cibles. Les SCN, a la base de ces contrdles,
n’agissent pas uniquement par 1’intermédiaire de ces hormones. Ils possédent également des
connections entierement nerveuses avec différents organes, notamment le foie (

). La sensibilité des organes aux messages nerveux et/ou hormonaux dus aux SCN est
alors différente d’un organe a ’autre. En effet, certains tissus semblent plus sensibles aux
messages nerveux (cceur, muscle striés, rate) et d’autres aux messages hormonaux (foie et
rein) ( ). Un méme organe peut également présenter des différences de
sensibilité a ces messages au regard de la fonction considérée (

). Ainsi, les SCN contrdlent 1’activité des différents organes par I’intermédiaire du
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systéme nerveux et du systéme endocrine ce qui permet une organisation temporelle des

différents rythmes physiologiques.

1.2.7.2. Des facteurs diffusibles.

Une greffe de SCN a un animal receveur ayant subi préalablement une 1ésion des SCN, suffit
a réinstaurer une rythmicité comportementale ( ). Méme dans le cas ou le
greffon est encapsulé¢ (excluant toute création de synapses) et placé dans le troisiéme
ventricule, le comportement rythmique d’activité locomotrice est rétabli ( ).
Cette ¢tude démontre que les SCN peuvent controler au moins certains rythmes par libération

directe de facteurs. Différents candidats semblent pouvoir intervenir...

¢ AVP

Au début des années 80, un rythme circadien d’AVP dans le liquide céphalorachidien du rat
fut montré ainsi que sa synchronisation au cycle LD (

). Ce rythme est indépendant de celui retrouvé dans la circulation
sanguine puisque, d’une part la perméabilité¢ de la barriere hématoencéphalique a I’AVP est
trés faible ( ) et d’autre part, une
hypophysectomie ne diminue pas les taux d’AVP dans le liquide céphalorachidien (

). En revanche, une lésion des SCN abolit ce rythme mais aussi les niveaux
détectables de ce peptide dans le liquide céphalorachidien tandis qu’une ablation des PVN, de
la glande pinéale ou de I’hypophyse n’ont pas d’effet sur cette rythmicité (

). Suite a une section post-SCN de I’hypothalamus,
les quantités d’AVP sont plus faibles mais la rythmicité persiste ce qui met en évidence que
les SCN pourraient libérer directement de ’AVP dans le troisieme ventricule, ou par
I’intermédiaire d’une structure périventriculaire, sans faire intervenir d’autres structures
( ). Le role circadien précis du rythme d’AVP dans le liquide
céphalorachidien n’est pas encore ¢lucidé mais il semble intervenir dans les rythmes de veille-
sommeil ( ). L’AVP pourrait également
jouer un réle dans le contrdle de 1’activité locomotrice. Cette hypothése provient du fait que le
rat Brattleboro (déficient en AVP) présente une quantité d’activité locomotrice moindre que
le rat sauvage ( ). Cependant, en comparant plusieurs souris d’une méme
souche, Hochstetler et coll. (2004) montrent que les différences de quantité journaliere

d’activité locomotrice entre animaux ne sont pas corrélées aux différences de marquage pour
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I’AVP. De plus, une greffe de SCN ne permet de réinstaurer le comportement d’activité
locomotrice que si les neurones a CALB font partie du greffon. En effet, les greffons pourvus
en neurones a AVP et dépourvus en neurones a CALB n’induisent pas de rythmicité de

I’activité locomotrice ( ).

¢ PK2

Le géne Pk2 ("Prokineticin 2") exprimé rythmiquement et de fagon circadienne dans les SCN

de la souris, présente un pic d’ARNm de jour ( ) et interviendrait dans
différents processus circadiens et non circadiens (pour revue, ). Tout
comme le TGFa, son application en ICV inhibe I’activité locomotrice ( ).

De plus, un créneau lumineux appliqué de nuit, bloquant 1’activité locomotrice (
), augmente les quantités d’ARNm de Pk2 dans les SCN (

). Cependant, le récepteur de la PK2 est absent de la SPVZ ( ) alors que
cette structure est impliquée dans le contréle de 1’activité locomotrice ( ). De
plus, si la PK2 est un acteur inhibiteur de 1’activité locomotrice, son expression de jour chez
les rongeurs nocturnes devrait étre en opposition de phase chez les rongeurs diurnes. Or, chez
Arvicanthis niloticus, le pic d’expression de Pk2 s’effectue également de jour (

)... Il reste possible que la PK2 agisse comme un agent activateur de [’activité
locomotrice chez les rongeurs diurnes mais son récepteur est également absent de la SPVZ
chez Arvicanthis niloticus ( ). Comme ce récepteur est présent au sein des
SCN chez ces deux espeéces, il est probable que la PK2 a plus un réle dans la communication

entre cellules des SCN que dans le contrdle direct de I’activité locomotrice.

¢ TGFa

Le TGFa ("Transforming growth factor o) appartenant a la famille des EGF ("Epidermal
growth factor") se fixe préférentiellement sur le récepteur a tyrosine kinase ErbB de type 1
(également appelé¢ EGFR, "epidermal growth factor receptor 1"). Ce récepteur s’associe
ensuite avec ErbB2 pour induire 1’action du TGFa ( ). Les actions du
TGFa sont tres variées et concernent la migration cellulaire, la différenciation des cellules, le
développement pubertaire (

et pour revue, ) et, depuis peu, il a été
démontré comme étant impliqué dans le controle de 1’activité locomotrice. Présent dans les
SCN du macaque ( ) et du hamster syrien (

), son expression est rythmique avec un pic d’ARNm se situant en milieu de jour chez le
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hamster syrien ( ). Le TGFa est également présent dans 1’hippocampe,

I’hypothalamus et I’hypophyse avec une expression qui dépend du sexe chez la souris

( ). La production de TGFa dans les SCN est principalement due aux
astrocytes ( ) et il est directement relargué dans le milieu extracellulaire
( ). De plus, les neurones exprimant ce facteur n’expriment pas
I’AVP ( ). Par infusions ICV de TGFa a court et a long terme,

I’activité locomotrice des hamsters syriens est inhibée (

). Le TGFa serait donc un agent secrété par les SCN et inhibiteur de 1’activité
locomotrice. La présence d’EGFR dans la SPVZ ( )
confirme cette idée car la 1ésion de cette structure perturbe 1’activité locomotrice (

). Cet effet du TGFa sur I’activité locomotrice est confirmé par injection d’EGF, un
autre ligand de ’EGFR non exprimé dans les SCN ( ). Cependant,
I’application d’un peptide similaire a ’EGF, la neureguline-1b, qui pourtant n’active pas
I’EGFR mais ’ErbB de types 3 et 4, provoque les mémes effets ( ).

Le TGF est-il le seul (bon) candidat pour le contréle de I’activité locomotrice ?

Des souris mutantes waved-2 (présentant une baisse de 80 a 95% de 1’activité de ’EGFR, les
souris ngr‘/ " n’étant pas viables, ) présentent une
activité de jour élevée par rapport aux individus sauvages ( ) ce qui peut
s’expliquer par une diminution d’inhibition par le TGFa. Cependant, en conditions
constantes, le comportement locomoteur de ces deux souches de souris est identique. Le
TGFa ne jouerait-il un role dans le contrdle de 1’activité locomotrice qu’en conditions
d’alternance LD ? De nouvelles études doivent étre menées pour tenter de clarifier (Ia réelle)
I’implication de TGFa dans le controle de ’activité locomotrice. ..

Ainsi, nous avons cherché a déterminer si I’effet inhibiteur du TGFea sur [I’activité

locomotrice peut se généraliser a d’autres espéces que la souris et le hamster syrien.
1.2.8. Conclusion.

Dans cette partie, schématisée figure 8 pour reprendre le principe de la figure 2, la partie
"récepteur" correspond a la rétine, la voie "transduction des signaux d’entrée" est constituée
principalement par le tractus rétino-hypothalamique, le "générateur de rythmes" aux SCN et la

partie "transduction des signaux" aux différentes voies de sortie de I’horloge. Ainsi, ces
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différents niveaux tissulaires d’organisation des rythmes circadiens permettent le

fonctionnement circadien de 1’organisme entier.

| || D—»o—»o—»@—»o—»o—» Rythmes
en sortie

(I) (I) T T T

(©) (d) (€)

Figure 8 : Schématisation des propriétés d’une horloge a I’échelle de I’organisme.

Pour qu’une structure, représentée en (d), soit qualifiée d’horloge, elle doit étre organisée
selon un axe bien défini. Les différentes composantes correspondent a (a) des signaux
externes pergus par (b) le récepteur ; en (C), ces informations sont transmises par une voie de
communication a (d), un générateur de rythmes, nécessaire et suffisant pour générer un
rythmicité auto-entretenue. Ce générateur de rythmes permet ensuite 1’existence de rythmes
via une transduction de signaux de sortie représentée en (e).

Sur cette figure, la partie () correspond a la lumicre, (b) a la rétine, (C) est constituée
principalement par le tractus rétino-hypothalamique, (d) correspond aux SCN et la partie (€)
aux différentes voies de sortie de 1’horloge (sécrétion des SCN ou projections nerveuses)
permettant 1’établissement de rythmes physiologiques et comportementaux .
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1.3. FONCTIONNEMENT MOLECULAIRE DE L’'HORLOGE.

La compréhension des bases moléculaires de la rythmicité circadienne a connu un formidable
essor au cours de ces dix dernieéres années. Une dizaine de geénes sont impliqués dans la
génération et la distribution des messages rythmiques et sont qualifiés de "geénes horloges".
Les produits de ces geénes forment des boucles d’autoactivation et d’autoinhibition
transcriptionnelles et traductionnelles permettant ainsi la formation de messages rythmiques
sur une période d’environ 24h. Ces boucles sont hautement régulées tant au niveau
transcriptionnel qu’au niveau post-traductionnel. D’autres génes, les "geénes contrélés par
I’horloge" (CCG, clock controlled genes), ont une transcription dépendante des genes
horloges et forment la voie de sortie des messages rythmiques. Les genes horloges et les CCG
sont exprimés aussi bien au sein de ’horloge principale que sont les SCN qu’en périphérie.
Les données sur le fonctionnement moléculaire rythmique d’une cellule (génération et
régulations) présentées ici regrouperont donc a la fois des résultats obtenus dans des études
effectuées au cceur méme de 1’horloge qu’en périphérie (notamment le foie et les cultures de

fibroblastes de Rat-1).

1.3.1. L’horloge moléculaire.

Les interactions entre les produits des geénes horloges permettent 1’apparition de trois boucles
moléculaires qui sont soit activatrice (une boucle positive) soit inhibitrices (deux boucles
négatives) de la transcription. C’est essentiellement a partir de la création d’animaux mutants
pour ces genes, que leur implication dans la rythmicité circadienne, a pu étre démontrée et
caractérisée. Leurs roles moléculaires et physiologiques seront présentés en fonction de leur
appartenance a I’une ou I’autre des boucles de régulation. Puis, le contrdle des CCG sera

abordé.

1.3.1.1. Les genes horloges.

Une représentation schématique et simplifiée des boucles de régulation est donnée dans la

figure 9.
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Figure 9: Modele des boucles moléculaires de régulations transcriptionnelles et
traductionnelles des genes horloges chez les mammiferes.

Représentation des événements moléculaires dans une cellule. Se référer au texte pour le
détail des étapes des boucles moléculaires et pour les abréviations utilisées.
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¢ La boucle de regulation positive

Cette boucle de régulation fait intervenir le géne Clock ("Circadian locomotor output cycles
kaput"). L’expression du géne Clock dans les SCN est arythmique en LD comme en DD chez
le rat et la souris (

) mais est rythmique chez le mouton ( ). Sa protéine présente
¢galement des niveaux constitutifs dans les SCN chez la souris ( ). En
revanche, dans le foie, son expression est dépendante du temps (

). Les souris mutantes pour ce géne (Clock™"

, mutation par délétion,

) présentent des niveaux faibles d’ARNm de tous
les autres genes horloges montrant ainsi 1’implication du geéne Clock dans la régulation
positive de la transcription des geénes horloges (

). Les souris hétérozygotes présentent une augmentation de
la période d’activité locomotrice ( ). Chez les souris homozygotes,
I’activité locomotrice est trés perturbée. En conditions LD, elles restent plus ou moins
rythmiques mais avec une augmentation de 1’activité locomotrice de jour. En DD, elles
deviennent rapidement arythmiques et enfin, en LL, ces souris présentent une diminution
d’activité inférieure a celle des souris sauvages (

). Ceci laisse supposer que I’effet inhibiteur de la lumiére chez les
rongeurs nocturnes est diminué chez les souris Clock™". Redlin et coll (2005) ont, au cours de
la nuit, expos¢ a la lumiére des telles souris mutantes et des souris sauvages. Par rapport a ces
derniéres servant de contrdle, les souris mutantes ont une inhibition plus faible de I’activité
locomotrice. Comme ces souris mutantes présentent une expression de Mélanopsine
rétinienne normale, les auteurs concluent qu’un dysfonctionnement de [’activité du gene

Clock entraine une diminution de la réponse des animaux a la lumiére.

Le second gene de cette boucle est le gene Bmall ("Brain and muscle ARN-t like protein 1").
Contrairement au géne précédent, 1’expression de Bmall est rythmique, tant au niveau des
messagers qu’au niveau protéique, dans les SCN comme en périphérie (

). Dans les
SCN, les pics de présence d’ARNm et de protéine se situent de nuit. Les mutants de ce geéne
(Bmall™) sont arythmiques en DD et, en LD, la rythmicité est moins marquée avec une
activité de jour représentant 21% de 1’activité locomotrice totale contre seulement 4% chez les

sauvages ( ). Les niveaux d’ARNm des autres geénes horloges sont
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quasiment nuls chez ces souris mutantes ( ). Ces deux parametres (activité
locomotrice et niveaux d’expression des autres génes horloges) font de Bmall et de Clock, des
composants essentiels du fonctionnement moléculaire de 1’horloge et du comportement

circadien de ’animal.

Les deux protéines de la boucle positive appartiennent a la famille des facteurs de
transcription bHLH ("basic helix loop helix") a domaines PAS ("Period-Arnt-sim")
( ). Ces séquences
permettent la fixation a I’ADN et leur dimérisation, respectivement. Apreés que ces protéines
se soient hétérodimerisées, il en résulte un complexe qui peut reconnaitre une séquence
particuliere de I’ADN appelée E-box, de séquence 5’-CACGTG-3’ (

). Ainsi, les protéines CLOCK et BMALI1 nouvellement formées se
dimérisent pour se fixer a I’ADN et provoquer une augmentation de [D’activité
transcriptionnelle de I’ensemble des autres geénes horloges et des CCG contrdlés par une E-

Box (figure 10, en haut, ). Les séquences bHLH

et PAS sont donc essentielles au fonctionnement des dimeres CLOCK/BMALL. Par exemple,
le "simple" remplacement d’une arginine du domaine bHLH de BMAL1 par une alanine, une

histidine ou encore une tyrosine, n’empéche pas la dimérisation avec CLOCK mais supprime

la trans-activation ( ). Le taux de fixation de CLOCK/BMALI1 a I’ADN ne
serait pas variable au cours du temps pour certains auteurs ( ), et pour d’autres
il présenterait une rythmicité¢ avec un maximum en fin de nuit ( ).

¢ Premiére boucle de régulation négative

La premicre boucle négative est constituée par la famille des geénes Periods (Per) et par des
geénes codant des flavoprotéines, les Cryptochromes (Cry). Trois génes Pers et deux génes
Crys sont décrits chez la plupart des mammiféres (I’homme présente un quatriéme gene Per).

Les geénes Pers sont exprimés aussi bien dans les SCN qu’en périphérie et présentent des
valeurs maximales d’ARNm décalées entre-eux dans le temps. En effet le pic d’ARNm de
Perl se situe vers ZT2-4 alors que celui de Per2 est vers ZT8-12 et celui de Per3 vers ZT6-9

(souris
; rat

; hamster syrien

). La construction de souris transgéniques avec le promoteur de Perl couplé a la
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Figure 10 : Activation et inhibition de la transcription des genes sous dépendance du dimére
CLOCK/BMALL (d’aprés Reppert & Weaver, 2002).

En haut est représentée ’activation de la transcription d’un géne présentant une E-box
(CACGTG) dans son promoteur, par exemple Perl. Les protéines CLOCK (représentées par
un C dans un ovale) et BMAL1 (B) se dimérisent et se fixent sur le promoteur via I’E-box ce
qui rend possible la transcription apres fixation de co-activateurs et de la polymérase II (Pol
I). En bas, le dimére PERs/CRYs (P, et C dans un losange) inhibe cette activation
transcriptionnelle en se fixant sur les dimeéres CLOCK/BMALI. Les rond noirs indiquent des
phosphorylations.
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luciférase (Perl::LUC) ont permis de mettre en évidence les variations circadiennes de
présence des ARNm de Perl in vivo, en suivant les mémes animaux tout au long de la journée
( ). Les PERs, tout comme CLOCK et
BMALI, sont des protéines a domaines PAS et présentent des maximum de présence,
quelques heures apres les pics d’ARNm ( ). Parmi les
mutants pour le géne Perl, il existe les mutants Per1” (délétion des exons 4 a 10,

), les Per1'® (délétion des exons 2 & 12, ) et les Per1®™™ (délétion
des exons 4 a 18, ). Dans les trois cas, les souris présentent une diminution
de la période d’activité locomotrice mais seules les souris Per1'® deviennent progressivement
arythmiques lorsqu’elles sont placées en DD. Les expressions rythmiques de Per2, Cryl et

Bmall ne sont pas affectées mais, suivant les auteurs, les quantités de PER2 et de CRY1

diminuent ( ) ou augmentent ( ). Pour Per2, les mutants
Per28™™ (délétion de ’exon 5 et d’une partie du 6, ) et les mutants Per2””
(méme site de délétion, ) présentent tous une diminution de la période

d’activité locomotrice et deviennent arythmiques en DD. Chez ces souris, 1’expression de
certains geénes horloges est affectée, avec une diminution des niveaux d’ARNm de Perl, de
Cryl et de Bmall sans avoir cependant d’effets sur ceux de Per3 et de Clock (

). Les niveaux protéiques de PER1 et
CRY1 sont également diminués ( ). Contrairement aux autres mutants Pers, les
mutants Per3” (délétion de I’exon 3 et d’une partie du 4) ne présentent qu’une faible
diminution de période d’activité locomotrice et ne deviennent jamais arythmiques en DD
( ). De plus les doubles mutants, Perl” Per3™” et
Per2” Per3” ne présentent pas de différence de comportement plus marquée que les simples
mutants Perl” ou Per2” alors que les doubles mutants Perl” Per2” deviennent
immédiatement arythmiques en DD ( ). Per3 apparait ainsi
comme étant moins essentiel au maintien des comportements circadiens que les deux autres
genes Pers, et Per2 apparait comme étant le plus important des trois. Les mutations par
délétion rapportées ici concernent les deux domaines PAS (A et B) dans le cas des génes Perl

et Per2 et le domaine PAS A dans le cas de Per3 (voir également ).

Dans le cas des génes Crys, une expression rythmique de Cryl a été décrite avec un pic
d’ARNm a la transition jour/nuit chez différentes especes (
) alors que pour Cry2, des différences entre les études

réalisées chez une méme espéce existent. L’expression de Cry2 dans les SCN chez la souris
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est décrite, soit rythmique avec un pic a la transition jour/nuit ( ), soit non
rythmique ( ). Les protéines CRY's présentent
des valeurs maximales a la transition jour/nuit ( ). Les mutants Cryl"' et
Cry2” présentent une diminution ou une augmentation de la période d’activité locomotrice,
respectivement, et les doubles mutants Cryl'/' CryZ'/' sont arythmiques (

). Dans ce dernier cas, il est a noter que chaque cellule des SCN présente une arythmicité
pour I’expression de Perl ( ) tandis que les simples mutants n’ont pas

d’effet majeur sur I’expression de Perl ( ).

Les protéines PER et CRY forment des complexes PER1,2,3/CRY 1,2 qui pourront pénétrer
dans le noyau (pour revue ) ou ils peuvent inhiber leur propre

transcription en diminuant la transactivation due 8 CLOCK/BMALI1 (voir figure 10, en bas).

La formation de différents hétérodimeéres PERs/CRY's est possible ( ) mais
comme les doubles mutants Per2” Cry2'/' sont rythmiques ( ) alors que les
simples mutants Per2” sont arythmiques, il est possible que des dimeres préférentiels
PER2/CRY2 et PER1/CRY1 se forment.

Ainsi, les Pers et les Crys jouent un role similaire d’un point de vue de I’activation
transcriptionnelle des génes sous contréle des dimeres CLOCK/BMALI mais ils ne doivent
pas pour autant étre considérer ensemble. En effet, le controle de leur propre expression est
différent. Par exemple, dans le cas ou les animaux subissent une avance de phase du cycle LD
de 6h, les pics d’ARNm de Perl et de Per2 montrent une expression déja changée des le
premier jour, notamment dans la partie vISCN, et, dés le troisi¢éme jour, les variations
journalieres des quantités d’ARNm correspondent au nouveau cycle LD. Au contraire, trois
jours apres le changement, I’expression de Cryl n’est plus en phase avec 1’ancien cycle LD
mais n’est toujours pas en phase avec le nouveau cycle. Huit jours semblent nécessaires a la

re-synchronisation du pic d’ARNm de Cryl ( ).

¢ Seconde boucle de régulation négative

La démonstration de la présence d’une seconde boucle négative est plus récente que celle des
autres boucles. Certains résultats laissaient déja supposer son existence en montrant que
PER2, en plus de I’inhibition de sa propre transcription, pourrait activer celle de Bmall
( ). Cet effet n’est pas direct et fait intervenir le gene
Rev-erba (voir figure 9). La transcription de Rev-erba est augmentée par le dimeére

CLOCK/BMALL et en retour, REV-ERBa inhibe celle de Bmall par I’intermédiaire des
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séquences ROREs ("REV-ERBa /ROR Response element") situées sur le promoteur de
Bmall ( ). Nous avons vu précédemment que les
hétérodimeres PERs/CRY's inhibent la trans-activation due a CLOCK/BMALI donc aussi
celle de Rev-erba. Ainsi, PER2 active indirectement la transcription de Bmall, en inhibant
celle de Rev-erba, ce qui diminue les quantités de REV-ERBa qui, elle, inhibe la
transcription de Bmall. En quelque sorte, il y a une levée d’inhibition de la transcription de
Bmall. Des mutants murins pour Rev-erba ont également été réalisés, ceux-ci présentent une
diminution de la période d’activité locomotrice, et, les conséquences pour 1’expression des
autres geénes horloges sont une diminution de I’amplitude du rythme de Bmall (par
augmentation des valeurs basales), une augmentation de la durée du pic de Cryl et aucun effet

sur les pics de Per2 et de Cry2 ( ).

¢ Interactions entre les différents acteurs des boucles

En résumé de cette description des principaux acteurs moléculaires, le fonctionnement
nycthéméral des boucles suivrait le schéma temporel suivant : en début de jour, les diméres
CLOCK/BMALI présentent leur niveau de fixation maximale a I’ADN et entrainent ainsi la
transcription des génes Perl et Rev-erbe, puis Per3, puis Per2 et, en fin de jour, celles de
Cryl et de Cry2. Les protéines formées s’accumulent dans le cytoplasme et peuvent étre

phosphorylées, par la caséine kinase I, ce qui entraine leur dégradation (

). Les séquences temporelles
des localisations nucléocytoplasmiques précises des protéines horloges sont assez
controversées (voir chapitre A.1.3.2.1.) mais, il semble clair que, suite a leur
hétérodimérisation, les complexes PERs/CRYs pénétrent dans le noyau. Le mécanisme
d’entrée dans le noyau est encore peu connu mais pourrait faire intervenir des importines o au
moins pour CRY2 ( ). Une fois dans le noyau, les protéines horloges de la
premiére boucle négative inhibent leur propre transcription en bloquant 1’action des dimeres
CLOCK/BMALL. On peut dire que les diméres CLOCK/BMALI1 sont activateurs de la
transcription mais que les triméres CLOCK/BMALI1/CRY1 en sont inhibiteurs (

). Cet effet d’inhibition parait d’ailleurs étre essentiel au bon fonctionnement
circadien. De plus, REV-ERBa amplifie cet effet, en diminuant de jour, les quantités

d’ARNm de Bmall. En fin de nuit, les génes horloges des deux boucles négatives présentent
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Figure 11: Représentation schématique des protéines horloges et de leurs différents
domaines (modifié d’aprés Hirayama & Sassone-Corsi, 2005).

Différentes protéines horloges sont représentées avec leurs domaines d’interactions (PAS A,
PAS B, et sites de fixation des CRYs pour les PERs). Les séquences d’adressage de
localisation nucléaire (NLS) et cytoplasmique (NES) sont indiqués ainsi que les sites de
phosphorylation. Dans le cas de CLOCK et de BMALIL, la séquence bHLH, permettant
I’interaction avec I’ADN est également localisée. BHLH, basic helix loop helix ; PAS,
Period-Arnt-sim.
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leurs valeurs minimales d’ARNm, Bmall et CLOCK/BMALI ne sont plus inhibés...un
nouveau cycle recommence.

Une représentation schématique d’une partie des protéines horloges est donnée figure 11. Sur
cette représentation, nous pouvons remarquer que ces protéines possédent, pour la majeure
partie d’entre-elles, une séquence de localisation nucléaire et une séquence de localisation
cytosolique. Différents sites de phosphorylation sont également indiqués et correspondent a

I’action, de diverses kinases, qui sera détaillée au chapitre A.1.3.2.4..

1.3.1.2. Les genes controlés par I’horloge.

Potentiellement, tous les génes sous dépendance promotrice d’une ou plusieurs E-box,
peuvent étre considérés comme des CCG. Toutefois, dans les SCN, bien que la transcription
de nombreux genes soit contrélée par 1’horloge ( ), trés peu de genes ont été
¢tudiés en détails. Il s’agit de I’Avp, de Dbp ("Albumin gene D-site binding protein") et de
Pk2. Tous les trois possédent des E-box dans leur promoteur et la présence de leurs ARNm est
rythmique dans les SCN, et dans le foie pour Dbp (

). In vitro, une mutation de I’E-box dans le
promoteur de I’Avp entraine une disparition de sa transactivation par CLOCK/BMALI (

) et les souris mutantes Bmall™ ou Clock™"

ont leurs niveaux d’ARNm d’Avp et de
Dbp réduits ( ) confirmant ainsi leur nom de CCG.

Ainsi, la figure 8 présentée au niveau de 1’organisme entier au chapitre A.1.2., peut trouver
cette fois une signification au niveau cellulaire. Sur la figure 12 (identique en forme aux
figures 2 et 8), le "récepteur" correspond cette fois aux récepteurs cellulaires, le "générateur
de rythmes" aux boucles de régulations et la partie "transduction des signaux de sortie" aux

genes controlés par I’horloge.

1.3.1.3. Génes horloges, activité électrique, VIP & AVP.

Au sein des SCN, la majorit¢é des neurones présente (a) une activité rythmique (voir
paragraphe A.1.2.3.), (b) une expression de 1’'un des deux neuropeptides majeurs, I’AVP et le
VIP (voir paragraphe A.1.2.2.) et (C) une expression circadienne des génes horloges (voir
paragraphe A.1.3.1.1.). Aussi, plusieurs questions se posent : quels sont les liens entre ces
différentes caractéristiques ? Autrement dit, le contenu neuropeptidergique influe-t-il sur
I’expression des génes horloges ? et les rythmes d’activité électrique des neurones

contribuent-ils aux boucles moléculaires ?
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Figure 12 : Schématisation des propriétés d’une horloge a I’échelle de la cellule.

Pour qu’une structure, représentée en (d), soit qualifiée d’horloge, elle doit étre organisée
selon un axe bien défini. Les différentes composantes correspondent a (a) des signaux
externes pergus par (b) le récepteur ; en (C), ces informations sont transmises par une voie de
communication a (d), un générateur de rythmes, nécessaire et suffisant pour générer un
rythmicité auto-entretenue. Ce générateur de rythmes permet ensuite 1’existence de rythmes
via une transduction de signaux de sortie représentée en (€).

Sur cette figure, la partie (&) correspond aux diverses molécules se fixant sur la partie (b), les
récepteurs cellulaires. La partie (C) est constituée par les voies de signalisation intracellulaires,
les boucles de régulations forment la partie (d) et la partie (€) correspond aux genes contrdlés
par I’horloge.
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¢ Influence des neuropeptides

Chez les mutants Vip‘/', le nombre de cellules restant rythmiques pour I’expression de Perl
(Perl::LUC mesuré en images en temps réel) est plus important dans la région dmSCN que
VISCN ce qui suppose que la capacité d’autorythmie d’une cellule est plus marquée dans les
cellules a AVP qu’a VIP ( ). Le VIP agit sur ses cibles via deux
récepteurs, le PAC, et le VPAC,. Seul ce dernier semble jouer un réle prépondérant dans les
rythmes circadiens. En effet, 1’application d’antagoniste du VPAC, bloque I’activité
¢lectrique des SCN ( ) et ’application d’agoniste du VPAC, provoque les
mémes effets sur I’activité électrique que le VIP ( ). Une mutation du géne
Vrp2 (codant pour le récepteur VPAC,) induit chez les souris mutantes une arythmie de
I’activité locomotrice en conditions LD ou apres transfert en DD (

). Des hybridations in situ dirigées contre les ARNm des geénes
horloges ou le suivi de la présence des ARNm de Perl chez des souris transgéniques (avec le
promoteur de Perl couplé a la luciférase ou a la GFP, "Green fluorescent protein") ont mis en
évidence que les oscillations de tous les génes horloges étudiés sont plus faibles (

). Cet effet semble
spécifique des SCN car dans le cortex moteur comme dans le striatum, I’expression de Per2
reste inchangée ( ). Dans le but de déterminer si les propriétés oscillantes
de chaque cellule étaient affectées ou si seule la synchronisation des pics de décharge et
d’expression des genes horloges des neurones était modifiée, des enregistrements d’une
résolution cellulaire ont pu étre effectués grace a une caméra CCD ("Computer-controlled
digital video"). Celle-ci a permis de mettre en évidence que chaque cellule des SCN présente
une activité moindre et se désynchronise des autres cellules (

). Les régions dmSCN et vISCN ayant été
séparées puis mises en cultures en tranches ont montré que les neurones a VIP restent
synchronisés ensemble tandis que les neurones a AVP présentent d’importants décalages de
phase entre eux (voir figure 13, ). De plus, au cours d’un cycle de 24h,
les pics d’ARNm de Perl et de Per2 ont lieu tout d’abord dans la dmSCN puis dans la vISCN
( ). Ainsi, le VIP permettrait
I’établissement des propriétés d’oscillations d’une partie des cellules des SCN et une
synchronisation des cellules des SCN, permettant la formation d’un message rythmique
global. Les neurones a AVP possederaient les propriétés d’autorythmie les plus stables

et seraient synchronisés par les neurones a VIP. La présence du VIP influe donc sur
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Figure 13 : Enregistrement de la luminescence d’un géne rapporteur sous le contréle du
promoteur de Perl, sur les parties ventrale et dorsale de tranches de SCN (d’apres
Yamaguchi et al., 2003).

En haut : Représentation d’une tranche de SCN compléte puis aprés section dans le premier
tiers supérieur de la tranche. En bas : Variations des taux de luminescence de Perl::luc dans
les parties dorsale et ventrale des SCN. Chaque couleur représente une cellule.
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I’expression des génes horloges et il est a noter que, chez la souris, le géne Clock intervient

dans le contrdle de I’expression du VIP et de ’AVP au cours du développement post-natal

( )-

Bien qu’il n’y ait pas encore de lien direct entre I’expression de la CALB dans certains
neurones et 1’absence de rythmicité d’expression de Perl et de I’activité électrique dans ces
neurones ( ), il est probable

que la CALB influe sur I’expression des génes horloges.

¢ Influence de I’activité électrique

Chez les mutants hétérozygotes pour le géne Clock, la période d’activité électrique de chaque
cellule augmente, induisant ainsi une période comportementale supérieure a 24h. Chez les

mutants homozygotes, les animaux sont arythmiques ce qui est corrélé a une perte d’activité

rythmique de nombreuses cellules des SCN ( ).
Cette démonstration de corrélation entre génes horloges et activité ¢lectrique cellulaire a été
confirmée chez les mutants murins Cryl"'CryZ"‘ ( ) et chez le mutant tau
( )-

Par application de TTX sur des tranches de SCN en culture, les rythmes de Perl::LUC
persistent mais avec une augmentation des décalages de phase entre les cellules et une
diminution de I’amplitude des oscillations individuelles pratiquement jusqu’a I’obtention
d’une arythmie ( ). De plus, une diminution de K" ou de Ca"" externe
réduit ou abolit de maniere réversible, I’expression cyclique de Perl::LUC et de PER2::LUC
(protéine de fusion réalisée a partir des 23 exons de la séquence codant PER2, auxquels sont
ajoutés la séquence codant la LUC, voir ) dans les SCN comme dans le foie
( ) montrant ainsi que [’état électrique des
cellules influe sur les oscillations des produits des génes horloges. De plus, chez les mutants
Vipr2'/ ", une application de K sur des tranches de SCN permet une synchronisation transitoire
des décharges des neurones qui est dépendante de la présence de Ca™". Le Ca"™ (d’origine
interne et externe aux cellules) est donc nécessaire a la formation des rythmes d’expression
des genes horloges ( ). Les canaux
Na® sensibles au TTX comme la présence de Ca™ sont nécessaires a I’expression des

genes horloges et a la synchronisation des cellules entre elles.
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En conclusion, I’expression des geénes horloges est régulée différemment entre les deux
subdivisions principales, VISCN et dmSCN. Les genes horloges, ou au moins une partie
d’entre eux, ont une influence sur I’expression des neuropeptides et sur ’activité électrique.
En retour, les neuropeptides libérés tout comme 1’activité électrique, permettent de réguler

I’expression des genes horloges (pour revue,

).

1.3.2. Des niveaux de régulations.

Le modéle couramment accepté de boucles de régulation (voir figure 9) suggére que
I’activation de I’expression des geénes intervienne a travers [’action du dimére
CLOCK/BMALI au niveau de leur région promotrice. Cependant, ce modele de régulation ne
peut étre effectif que dans les cas ou les genes cibles sont sous le contrle exclusif de
CLOCK/BMALL et, de ce fait, lorsque leur activité basale, en I’absence de ce dimere, est
faible ou nulle. En réalité, la région promotrice des geénes cibles du dimeére activateur contient
de multiples autres sites pour d’autres facteurs de transcription qui pourraient également
participer a la régulation de D’activité transcriptionnelle. Ainsi, en plus des controles et
rétrocontroles par les produits des génes horloges, de nombreux autres acteurs interviennent.
De nombreuses études de la régulation de ’expression des geénes horloges ont montré des
régulations géniques comme la régulation de la forme de la chromatine par phosphorylation
des histones, des régulations transcriptionnelles, avec par exemple des enhancers et des
silencers régulant [I’activité transcriptionnelle ou encore par régulations post-
traductionnelles comme les phosphorylations des protéines horloges, leurs dégradations
spécifiques et la formation de dimeéres (pour revues

). Ces différentes régulations permettent un contréle précis de 1’équilibre
synthése/dégradation des protéines/ARNm, formant "I’équilibre dynamique des constituants
de la maticre vivante" ( ) et, dans notre cas précis, I’équilibre entre les
voies activatrices/inhibitrices des boucles moléculaires permettant 1’activation ou I’inhibition

des CCG. Nous nous intéresserons ici a présenter ces différents niveaux de régulation.

1.3.2.1. Régulation Transcriptionnelle.

La régulation des quantités d’ARNm de Per par I’activité transcriptionnelle, a été mise en

¢vidence chez la drosophile avant méme que 1’on identifie les principaux acteurs (
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). La découverte de CLOCK et BMALI et de leur action par I’intermédiaire d’une E-box
sur I’activation de la transcription de Perl ( )a
permis d’établir le premier modele de régulation de la transcription des génes horloges.

Depuis, d’autres facteurs activateurs ou inhibiteurs ont été mis en évidence.

¢ De I’importance des histones

Les histones font partie des protéines qui posseédent les domaines les plus conservés entre
especes ( ). Une unité nucléosomale est formée de différentes histones
nommées H2,, H2g, H3 et H4 ( ) et permet principalement par changement de
conformation, de réguler 1’accés a la chromatine et donc la transcription (pour revue,
). Cependant, a I’heure actuelle, seules les histones H3 et H4
semblent avoir un role dans la régulation de la transcription de génes horloges. Parmi les
modifications possibles des histones ( ), H3 subit une phosphorylation et
une méthylation et, comme H4, une acétylation, qui conduisent toutes a une augmentation de
I’activité transcriptionnelle. Les mécanismes intervenant dans le contrdle de I’activité de H3
sont ici et sont schématisés figure 14.
La phosphorylation de H3 en Serl0, en réponse a un stimulus, s’effectue a une vitesse
comparable a celle de I’induction des IEG ("Immediated early genes") et fait intervenir la voie
des MAP kinases et plus particuliecrement des kinases MSK-1 ("MAP- and stress-activated
kinase-1") et RSK-2 ("Ribosomal protein S6 kinase-2",

). La forme phosphorylée de I’histone H3 permet une augmentation de I’activité
transcriptionnelle mais son mode d’action reste inconnu. L’une des hypothéses est que la
phosphorylation de H3 permet un apport supplémentaire en charges négatives en N-ter ce qui
modifierait les interactions électrostatiques avec I’ADN (chargé négativement) permettant
alors un ¢loignement de H3 et donc une facilité d’acces pour les facteurs de transcription
( ). Cependant, selon les auteurs, les avis divergent quant a I’existence
( ) ou non ( ) d’un rythme de phosphorylation de
I’histone H3. De nouvelles expériences sont nécessaires pour comprendre plus précisément
quel est le role de la phosphorylation de H3 sur I’expression des génes horloges. Néanmoins,
il apparait que les histones acétyltransférases (HATs) ont une interaction préférentielle avec
H3 phosphorylée ( ) et permettent son acétylation.

Les HATs permettent une variation circadienne de ’acétylation des histones au niveau des
promoteurs de Perl (H3 et H4) et de Per2 (H3) avec un pic en phase avec les pics d’ARNm

de ces genes ( ). Deux
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Figure 14 : Régulations de I’activité de I’histone H3 par phosphorylation, acétylation et
methylation.

Synthése des modes de régulation de I’activité de I’histone H3 par phosphorylation et
acétylation (A) et par méthylation (B). CBP, CREB binding protein; HDAC, histones
déacétylases; Lys, Lysine (K dans le texte); MSK-1, MAP and stress-activated kinase-1;
NONO, Non-POU-domain-containing octamer-binding protein; RSK-2, Ribosomal protein
S6 kinase-2; Ser, Sérine (S dans le texte); WDRS, WD40-repeat protein 5. Pour plus
d’explications, se référer au texte.

(1) Thomson et al., 1999; Sassone-Corsi et al., 1999; Crosio et al., 2000; (2) Cheung et al., 2000a; (3) Cheung et
al., 2000b; Lo et al., 2000; Curtis et al., 2004; (4) Etchegaray et al., 2003; (5) Fiore & Gannon, 2003; (6)

Takahata et al., 2000; (7) Ripperger & Schibler, 2006; (8) Naruse et al., 2004; (9) Wysocka et al., 2003; Brown
et al., 2005; (10) Brown et al., 2005; (11) Lachner & Jenuwein, 2002; Santos-Rosa et al., 2002.



protéines possédant une activité HAT intrinséque semblent intervenir dans le contrdle de la
transcription de genes horloges : CBP ("CREB binding protein") et p300. Elles présentent
toutes deux des variations circadiennes d’expression mais avec une amplitude d’oscillation
faible, 20%, entre le milieu de jour et le milieu de nuit ( ) et semblent
interagir avec BMALI1 par leur site de fixation de CREB pour augmenter [’activité
transcriptionnelle ( ). Par contre, seule p300 co-précipite avec CLOCK
avec une diminution de la quantit¢ de complexes p300-CLOCK de cinq fois entre CT6
(milieu de jour) et CT18 (milieu de nuit) ce qui pourrait étre en partie & I’origine de la
diminution d’acétylation de H3 et donc de la diminution de I’activité transcriptionnelle. De
plus, in vitro, la transactivation médiée par CLOCK/BMALI est induite de fagon dose
dépendante par p300 mais est diminuée de 80% en présence de CRY1 ou de CRY2
( ). Lorsque la transcription de Dbp est active, ’histone H3 présente en
lysine 9 (H3ko) une acétylation et une diméthylation lorsque CLOCK/BMALI n’est plus fixé
au promoteur et que la transcription est de ce fait inactivée ( ). Les
HDAC ("Histones déacétylases") provoquent I’effet inverse de celui des HATs et ne
présentent pas d’activité cyclique mais trois d’entre-elles (HDAC1,2,3) forment un complexe
avec CRY, avec un minimum de fixation sur le promoteur de Perl, en fin de nuit et début de
jour ( ). Enfin, la fixation de la polymérase II sur les promoteurs de Perl et
Per2 présente également des variations circadiennes, en phase avec le pic d’acétylation de H3
( )-
L’étude de la phosphorylation et de 1’acétylation des histones (figure 14A) n’a porté jusqu’a
présent que sur les promoteurs de Perl, Per2 et Dbp. A I’inverse, I’¢tude de la méthylation de
H3 (figure 14B) concerne essenticllement la régulation de Rev-erba. Par co-précipitation
avec PERI1 et PER2, deux facteurs ont ¢t¢ mis en évidence : NONO ("Non-POU-domain-
containing, octamer-binding protein", faisant partie des "Rna and Dna Binding Protein") et
WDRS5 ("WD40-repeat protein 5", avec W pour le tryptophane et D pour 1’aspartate) (

). 1Is sont non rythmiques et peuvent intervenir respectivement dans la répression
de la transcription et dans la méthylation des histones (

). A partir de cultures cellulaires, Brown et coll. (2005) montrent que la méthylation
de H3 sur sa lysine 4 (H3k4) au niveau du promoteur de Rev-erbe est rythmique, en phase
avec la transcription de Rev-erba et en opposition de phase avec la méthylation de H3 sur sa
lysine9 (H3ko). Il a été montré que H3x4 et H3ko ont des effets respectivement activateurs et

répresseurs de la transcription ( ) et
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pourraient alors participer au controle de la transcription de Rev-erba. Quant a NONO, son
inhibition par SIRNA ("Small interfering RNA") permet d’augmenter les niveaux d’ARNm de
Bmall et de diminuer ceux de Rev-erba. Des études complémentaires seront nécessaires pour
préciser le role de WDRS et de NONO en particulier dans leur possible compétition pour
activer/inhiber Rev-erba. Des résultats récents confirment le role de la méthylation en H3k4
dans le cas du géne Dbp. En effet, lorsque sa transcription est active, H3k4 présente une

triméthylation ( ).

¢ E-box Element

Nous avons vu précédemment (paragraphe A.1.3.1.1.) que la présence d’E-box permet au
dimere CLOCK/BMALI de se fixer et d’activer la transcription. Ainsi, plusieurs groupes de
recherche ont tenté de déterminer quels geénes possedent des E-box et surtout quelles en sont
les conséquences. Les génes de la boucle positive, Clock et Bmall, en sont dépourvus, et
n’agissent donc pas (directement) sur leur propre transcription. En revanche, dans les
promoteurs des genes des boucles négatives, plusieurs E-box ont été mises en évidence. Des
divergences existent cependant entre les études. Pour certains auteurs, le promoteur murin de
Perl possede au total 3 E-box ( ) alors
que pour d’autres, 2 E-box supplémentaires ont été¢ décrites, plus éloignées encore du site
d’initiation de la transcription ( ). In vitro, par
rapporteur luciférase, une activation de la transcription de Perl apparait proportionnelle au
nombre d’E-box présentes ( ). Mais, in vivo, ces 5 E-box permettent la
présence d’un épissage alternatif de Perl au niveau de son premier exon : I’exon 14 serait
précédé de 2 E-box et le 15 des 3 autres. Il en résulterait la formation de deux types d’ARNm
de Perl, présentant tous deux un pic a CT4 ( ). Le role de cet épissage
alternatif n’est pas encore connu mais il est a noter que I’exon 1 avec une partie de 1’exon 2
constitue I’'UTR 5” ("Untranslated region 5°") ( ). Toujours chez la souris,
dans le cas de Per2, la transactivation due au dimére CLOCK/BMALI ferait intervenir un
nombre différent d’E-box et d’E-box like selon les études: 7 E-box like (

), 1 E-box et 5 E-box like ( ) ou méme une seule 1 E-box
like ( ) ont été décrites. Il est intéressant de noter que seule I’E-box like, en
position —20, décrite par Yoo et coll. (2005), intervient dans le contréle de la transcription de
Per2. Si I’équipe d’Akashi et coll. ne démontre la présence que d’une seule E-box like, il est
intéressant de noter qu’elle se situe... entre —25 et —6. Pour le géne mPer3, soit 4 E-box ont

été trouvées ( ) soit aucune ( ).
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D’autres études sont nécessaires afin de vérifier la présence des E-box et de préciser leur rdle.
Cependant, la présence d’E-box dans le promoteur d’un géne ne semble pas étre la seule
condition nécessaire a I’apparition cyclique des ARNm des génes horloges (

) et n’est pas toujours la condition suffisante pour obtenir des variations cycliques des

taux d’ARNm ( ). En effet, dans le cas de Rev-erba ou 5 E-box semblent
étre présentes chez la souris ( ), et 3 E-box like en sus chez le rat
( ) seule une partie d’entre elles interviennent dans le contrdle de la

transcription par CLOCK/BMALI alors que toutes fixent ce complexe (
).

¢ CAMP Response Element

La présence de la séquence cAMP Response Element (CRE) 5'-TGACGTCA-3' (
) a été mise en ¢évidence dans les promoteurs des geénes Perl et Per2 mais pas dans
celui de Per3 (

) ni de I’Avp ( ). In vitro, la présence de CREB ("CRE binding
protein") permet une augmentation de la transcription par la séquence CRE du promoteur
( ). Cette transactivation nécessiterait la formation d’un complexe entre
CREB, CBP et p300 (

). L’action de CREB sur CRE a été vérifiée in vitro, par I’application d’oligonucléotides
dirigés contre la séquence CRE ( ) et en cultures de cellules SCN2.2, par
mutation de cette séquence ( ). Dans les SCN, alors que la
quantité de CREB et la fixation de CREB sur CRE semblent étre indépendantes du temps,
’activation par phosphorylation de CREB présente des variations circadiennes avec un pic a
CT6 ( ). Cette activation de la transcription de Perl et de Per2 par la voie
cAMP — CREB semble étre indépendante de la voie CLOCK/BMALI. Les deux voies

interviendraient séparément et sans s’affecter 1’une et I’autre.

¢ REV-ERBa /ROR Response element

Dans le promoteur d’un geéne, a la fois de la boucle négative et de la boucle positive,
respectivement Cryl et Bmall, il a été montré la présence de séquences ROREs. Cette
séquence, 5’-(A/T)A(A/T)NT(A/G)GGTCA-3’, avec N pour 'une des bases (

), est présente en triple et en double exemplaire dans les
promoteurs de Cryl et Bmall, respectivement (

). Ces séquences ROREs sont reconnues par des protéines appartenant a la
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famille des récepteurs nucléaires orphelins, RORs ("Retinoic acid-related orphan receptor") et
REV-ERBs ( ). Il existe différents types de protéines pour chacune de
ces familles mais seul le réle des sous-types "a" est en partie élucidé. Les protéines RORa et
REV-ERBa peuvent se fixer au niveau du promoteur de Bmall ce qui a pour conséquence
d’activer ou d’inhiber sa transcription, respectivement (

). Dans le cas des souris straggerer, présentant une protéine RORa
tronquée et sans domaine de fixation a I’ADN, ce qui est dii & une mutation naturelle du geéne
Rora, D’expression de Bmall et de Cryl dans les SCN ainsi que la période d’activité
locomotrice des animaux sont réduites ( ). Les
mutants Rev-erbe, codant une protéine REV-ERBa sans domaine de fixation a 1’ADN,
présentent a I’inverse une augmentation des niveaux moyens d’ARNm de Bmall et de Cryl
mais cette mutation est quasiment sans conséquence sur 1’activité locomotrice (

). De plus, méme si le promoteur de Bmall posséde deux ROREs, la
mutation d’un seul élément inhibe trés fortement 1’action de RORa comme celle de REV-
ERBa ( ). Bien que la fixation de REV-ERBa (ou de
RORa) s’effectue par monomere sur chacun des sites, il est donc possible que I’interaction
entre eux soit nécessaire au contrdle de I’activité transcriptionnelle. Par immunoprécipitation
de la chromatine in vitro, il a ét¢ montré qu’en présence de REV-ERBa, les histones H3 et H4
sont déacétylées et le complexe N-CoR/HDAC3 ("Nuclear-receptor co-repressor/HDAC3")
est également présent au niveau du promoteur de Bmall ( ). Ainsi, REV-
ERBa pourrait activer la HDAC3, ce qui provoquerait une déacétylation des histones H3 et
H4 et donc une inhibition de la transcription de Bmall. Dans les SCN, le pic de présence des
ARNm de Rev-erba s’effectue en début de jour ( ) et celui de Rora en
milieu de jour ( ). La transcription de Bmall serait donc activement inhibée

pendant le jour (par REV-ERBa) puis stimulée en début de nuit (par RORa).

¢ DBP-binding site & E4BP4-binding site
L’étude du promoteur de Perl a permis de mettre en évidence, en plus des E-box, la présence
de deux domaines de séquences trés proches de la séquence DBP-binding site (
). La séquence optimale pour la fixation de DBP est 5°-(A/G)TTATGTAA(T/C)-3’
et dans le promoteur de Perl, seule la base soulignée est remplacée par une cytosine. Cette
séquence est située en amont de I’exon 14 et de I’exon 1p ( ). Des

constructions de parties du promoteur de Perl (comprises entre les exons 14 et 1g) couplées
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avec un rapporteur luciférase, ont permis de rendre compte de 1’effet transcriptionnel du DBP
sur Perl. Le DBP permet une augmentation des taux de transcrits de Perl
indépendamment de I’effet de CLOCK/BMALL ( ). Le DBP se
fixerait a I’ADN via son domaine PAR ("Proline and acidic amino acid rich") (

). La propre transcription de Dbp est circadienne (présence de 3E-box) dans

plusieurs tissus et présente dans les SCN un pic d’ARNm a ZT4 avec un pic de protéine en
phase (ZT5-6 mais voir
¢galement ). Le pic de DBP est en phase avec le pic d’ARNm de
Perl, confirmant alors son implication possible dans le contrdle de 1’activité du promoteur de
Perl. Le DBP fait partie de la famille des facteurs de transcription dits "a fermeture a
leucine", qui agissent soit en s’homodimérisant soit en s’hétérodimérisant. Ainsi, deux autres
membres de cette famille, le HLF ("Hepatic leukemia factor") et le TEF ("Thyrotroph
embrionyc factor") connus pour participer in vitro au contréle de la transcription de Perl,
pourraient également jouer un réle in vivo ( ).
La séquence "DBP-binding site" du promoteur de Perl est ¢galement proche de la séquence
reconnue par un autre facteur de transcription a fermeture a leucine, mais dépourvu de
domaine PAR, il s’agit de E4BP4 (désigné ainsi car cette protéine, synthétisée par le phage
P4, a été premiérement isolée par liaison (binding) au promoteur E4 d’un adénovirus,

). In vitro, E4BP4 s’homodimeérise et inactive la transcription de Perl en
entrant en compeétition avec DBP. L’étude du promoteur de Per2 montre également la
présence d’une séquence proche de la E4ABP4-binding site (8 bases en commun sur 10) et la
présence d’E4BP4 permet une diminution de la transcription de Per2 ainsi qu’un
raccourcissement de la période des oscillations ( ). Dans les SCN,
I’expression de E4bp4 est circadienne et en quasi-opposition de phase avec Dbp (pic d’ARNm
de E4bp4 a ZT12-16, ) et sa transcription semble étre sous le controle de
I’horloge via sa séquence RORE ( ). Chez les souris mutantes Cryl'/ 2", Dbp
est sur-exprimé, et a I’inverse, E4bp4 est toujours inhibé, montrant ainsi que le contrdle de
E4bp4 se fait de manicére opposée a Dbp. Ainsi, CLOCK/BMALI permettrait 1’activation
directe de Dbp et indirectement 1’inactivation d’E4bp4 qui a leur tour, vont, respectivement,
stimuler (pic d’activation en milieu de jour) ou inhiber (pic d’inhibition en milieu de nuit) la

transcription des génes munis de DBP/E4BP4-binding site tels que Perl et Per2.
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5

TGACGTCA——TGACGTCA=—TGACGTCA TGACTCA —TGACTCA

CRE-box CRE-box CRE-box AP-1 AP-1
binding site binding site

=ATTATGCAAC——CACCC CACGTG——CACGTG=— EXOI’]lA —TGACGTCA—TGACTCA —

DBP/E4BP4 SP1 E-box E-box CRE-box AP-1
binding site binding site binding site

— TGACTCA——TGGAAAG ——CACGTG —CACGTG—CACGTG—ATTATGCAAC— EXxon 1B —

AP-1 AP-3 E-box E-box E-box DBP/E4ABP4
binding site binding site binding site
Exon2 EXON3 e — Exon23 ™ ¢
Codon d’initiation Codon STOP

de la traduction

Figure 15 : Schématisation du promoteur murin de Per1.

Etendue 5’ vers 3’ du promoteur de mPerl. L’ordre des différents motifs respecte les données
de la littérature mais les distances les séparant sont arbitraires. Les sites des codons
d’initiation et d’arrét de la traduction sont également localisés. La partie précédant le codon
d’initiation de la traduction (ATG) forme I’'UTRS’ et celle succédant au codon STOP (TGA
dans ce cas) forme ’'UTR3’. Les domaines PAS, non représentés ici, sont codés par les exons
6 pour PAS-A et 9-10 pour PAS-B. Modifié d’aprés Weiher et al., 1983 pour la séquence AP-
3 et d’aprés Hida et al., 2000 et Yamaguchi et al., 2000a, pour les autres séquences.

AP-1/3, Activator protein 1/3; CRE, cAMP Response element; DBP, Albumin gene D-site
binding protein; SP1, Specificity protein 1.
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¢ Conclusion

La régulation transcriptionnelle des geénes horloges des boucles négatives fait essentiellement
intervenir la présence des E-box mais nous avons vu que d’autres domaines, présents dans
certains promoteurs horloges et absents dans d’autres permettent également des réguler
I’activité transcriptionnelle. Une schématisation du promoteur complet de Perl est donnée
figure 15. Ce promoteur présente plusieurs E-box, CRE-box et DBP/E4BP4-binding site,
mais est dépourvu de ROREs. De plus, des domaines autres que ceux décrits ci-dessus
existent dans les promoteurs des différents génes horloges et pourraient également avoir un
role dans la génération de I’expression rythmique des geénes horloges. Par exemple, dans le
cas de Perl, se situe, en plus des E-box et des motifs décrits précédemment, une séquence
AP-3 dont I’activité n’a pas encore été €lucidée. Certains motifs du promoteur de Perl,
comme les motifs AP-1 ("Activator protein 1") et SP1 ("Specificity protein 1") sont peu
¢tudiés dans la régulation de I’activité du promoteur Perl, leur réle n’a pas été encore évoqué
dans ce manuscrit. Nous verrons qu’il est possible qu’ils interviennent dans la voie de
signalisation déclenchée par le glutamate pour AP-1 (au chapitre A.1.4.3.) et par le glucose
pour SP1 (au chapitre A.1.5.1.). Un autre motif encore, (A/T)DR2, n’est pas présent dans le
promoteur de Perl et son role sera évoqué dans le cas précis de la régulation de la

transcription de Bmall et de Rev-erba au chapitre A.1.5.3..

1.3.2.2. Régulation Post-transcriptionnelle.

Les niveaux stables (détectables) d’ARNm dépendent de facteurs combinés et regroupés par
le contrdle transcriptionnel (taux de synthése, voir précédemment) et le contrdle post-
transcriptionnel (épissage, transport de I’ARNm du noyau vers le cytoplasme, localisation
cellulaire, stabilité). Chez les Eucaryotes, la dégradation des ARNm est un déterminant
essentiel de la régulation de I’expression génique et peut-étre modulée par des signaux
métaboliques, environnementaux ou encore au cours du développement. Ce niveau de
régulation post-transcriptionnelle est particuliérement important pour les protéines actives
sur de courtes périodes, comme les facteurs de transcription, les facteurs de croissance et les
protéines contrdlant la progression du cycle cellulaire (

). Cette régulation mise en évidence dans de nombreux
systemes, a ¢été peu étudiée dans le domaine de 1’horloge circadienne. Nous ne rapporterons

ici que les données obtenues dans 1’étude de la régulation des ARNm des geénes horloges. La
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demi-vie des ARNm dépend de plusieurs facteurs : des séquences spécifiques de ’ARNm au
niveau de la séquence codante et des UTR 5’ et UTR 3°.

- Régulation par la coiffe: seulement deux protéines a activité exonucléase 5’
interviennent pour la dégradation de cette coiffe, DCP1P et DCP2P, la seconde permettant
I’activation de la premiére qui est la forme active de la dégradation de la coiffe. Ces deux
protéines doivent se fixer sur ’ARNm mais ceci ne peut se faire que lorsque la protéine
PABP1 ("poly(A) binding protein 1") est décrochée de ’ARNm ( ). De
plus, leur efficacité dépend de différents facteurs et notamment de la longueur de la queue
poly(A).

- Régulation par la queue poly(A) : la queue poly(A) est stabilisée et protégée dans le
cytoplasme par fixation de la PABP1. Sa présence et sa taille contribuent a la dégradation des
ARNm chez les Procaryotes et au maintien de ceux-ci chez les Eucaryotes (

). De nombreuses protéines peuvent dégrader I’ARNm en reconnaissant des
motifs spécifiques : c’est le cas des endonucléases. Cependant, ’activité exonucléase 3’ ou
désadenylation apparait comme étant I’étape limitante et initiale de la dégradation de
nombreux ARNm ( ). La durée de vie d’un ARNm dépend donc d’un
équilibre entre la longueur de la queue poly(A) et de la vitesse de désadénylation. Les
désadénylases sont peu connues et encore trés peu étudiées... La seule démonstration in vivo
d’une régulation par la longueur de la queue poly(A) dans les SCN, concerne le géne Avp. La
longueur de son ARNm varie entre une forme a 740 nucléotides de jour, a une forme
désadénylée de 530 nucléotides de nuit ( ) ce qui peut étre mis en
paralléle avec les variations circadiennes de ’AVP dans le fluide cérébrospinal sous le

controle des SCN ( ).

¢ Poly(A) RiboNucléase

En 1997, I’équipe de Korner & Wahle isola pour la premiére fois chez le veau, une protéine
présentant une telle activité : la protéine Poly(A) RiboNucléase (PARN). Elle sera ensuite
mise en évidence chez le xénope ( ) puis chez Arabinopsis
thaliana ( ). La séquence codante de cette protéine est hautement conservée
chez toutes les especes étudiées, exceptée les levures ou elle est absente. Elle présente un

domaine de reconnaissance de I’ARNm, spécifique aux membres de la famille des Rnases de

type D ( ). De plus, les démonstrations de son activité
exonucléase 3’ existent in vitro ( ) mais
aussi in vivo, dans les ceufs de xénope ( ). L’étude d’une telle protéine
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montre qu’elle a une part importante dans la régulation de 1’activité cellulaire. Cette protéine
pourrait-elle jouer un role actif dans le maintien des oscillations des génes horloges ?
Apparemment non, dans la mesure ou elle apparait comme étant principalement nécessaire au
cours du développement, méme si elle est présente a 1’état adulte. De plus, elle est exprimée
de fagcon non rythmique dans le centre initiateur des rythmes circadiens chez le xénope (

) mais, son activité pourrait étre circadienne.

¢ Nocturnin

Une seconde protéine encore moins connue, la NOCTURNIN, a été découverte par 1’équipe
de CB. Green ( ). La présence de ses ARNm montre des oscillations
circadiennes dans la rétine de xénope mais elle est limitée aux cellules photoréceptrices
(constituant I’horloge principale chez cette espece) ce qui suppose un role dans les rythmes
circadiens. La présence rythmique des ARNm de Nocturnin a été par la suite mise en
évidence chez la souris, dans 1’hypothalamus, le foie et d’autres organes périphériques (

). L étude de son promoteur chez le xénope fait apparaitre une E-Box... mais celle-
ci semble fonctionner comme une boite CRE au niveau des cellules de la rétine (

). A I’'inverse, Oishi et coll. (2003) rapportent que chez la souris, 1’expression de
Nocturnin dans le foie est rythmique chez les souches sauvages et chez les souris Clock™"
mais avec une plus faible amplitude et enfin, stable et toujours ¢élevée chez les souris Cryl'/ i
Cry2”. Ceci permet de penser que dans le foie de la souris, le géne Nocturnin est sous
régulation partielle du dimére CLOCK/BMALIL. In vitro, son action dépendante du
magnésium, consiste a dégrader spécifiquement les ARN messagers par la queue poly(A) sans
distinction apparente pour les régions situées en amont de celle-ci ( ). Par
contre, il n’a jamais été montré si la NOCTURNIN peut dégrader les ARNm d’un geéne

horloge. Il se pourrait méme qu’elle agisse sur sa propre production.

1.3.2.3. Régulation Traductionnelle.

Ce niveau de régulation n’a été que treés peu €lucidé (étudi€) chez les mammiferes. Chez la
drosophile, il reste également le niveau le moins renseigné. Des protéines fixant I’ARN ou
RBP ("RNA-binding protein"), contenant donc des motifs de reconnaissance de I’ARN,
peuvent étre impliquées dans la régulation de la traduction des ARN (

). Or, de telles protéines présentent des variations circadiennes dans

le cytoplasme des neurones chez la drosophile et chez la souris (
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). Le géne dLark codant une de ces protéines, est controlé par 1’horloge
chez la drosophile ( ). Bien que ses cibles n’aient pas encore ¢té identifiées,
il est possible qu’il intervienne dans le contrdle de la régulation des genes horloges. Chez les
mammiferes, il a ét¢ montré que I’'UTR 3’ des ARNm de Perl permet de contrdler I’efficacité
de leur traduction ( ) mais 1’action directe d’'une RBP reste & démontrer.
Des données récentes suggerent que chez la souris, les équivalents du géne dLark de la

drosophile interviennent dans la régulation de la traduction des ARNm de Perl (

).

1.3.2.4. Régulation Post-traductionnelle.

La présence d’une mutation naturelle, baptisée tau, affectant la période circadienne de
I’activité locomotrice a été mise en évidence pour la premiere fois en 1988 chez le hamster
syrien ( ). La période du rythme d’activité locomotrice en conditions
constantes d’éclairement est d’environ 24h chez les animaux sauvages, de 22h chez les
mutants hétérozygotes et de 20h chez les homozygotes. A 1’époque 1’origine de ce phénotype
n’¢était pas encore connue, et il aura fallu attendre plusieurs années pour coupler ce phénotype
particulier a un dysfonctionnement du contrdle post-traductionnel des protéines horloges.
Depuis, de nombreuses voies de contrdle faisant intervenir plusieurs protéines, notamment des
protéines kinases, ont été évoquées dans le controle des protéines horloges. Comme les
protéines horloges présentent des variations circadiennes de phosphorylation (

), I’étude du role de ces phosphorylations est devenu trés important ces derni€res années.
En plus des phosphorylations par diverses protéines, nous verrons que les protéines horloges
peuvent subir d’autres changements. Ces changements auront pour effets de contrdler la
stabilité, I’activité et la localisation de protéines horloges avec un effet pouvant étre

spécifique de la protéine horloge concernée.

¢ Caséine kinase |

La famille des Caséine kinase I présente 7 isoformes et appartient au groupe des protéines
kinases a motif Sérine/Thréonine ( ). De ces
isoformes, seules les CKIzet CKIs ("Caséine kinase 1.;5") semblent jouer un role dans le
contrdle circadien des protéines horloges ( ).

La CKI; tout comme ses messagers, est exprimée dans les SCN, de fagon constitutive

( ). Elle présente
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néanmoins un rythme d’activit¢ en fonction de son état de phosphorylation. Son auto-
phosphorylation multiple (8 sites) provoque son inhibition et sa déphosphorylation par
diverses phosphatases, dont la calcineurine ou PP2B ("protein phosphatase 2B"), 1’active
(

). Son interaction avec les protéines horloges a été démontrée dans
différentes situations de cultures cellulaires et in vivo. Quel que soit le systéme étudié, il
semble clair que la CKI; peut se fixer directement sur PER1 et PER2 (cellules embryonnaires

de foie humain HEK293

b

cellules 293T ; réticulocyte de lapin ; cellules COS7
; cellules de poumon humain WI-38 ). Dans le cas
de PER3, certains auteurs trouvent également cette fixation ( ) mais

d’autres ne rapportent qu’une interaction indirecte par I’intermédiaire de PER1 (

). Le domaine d’interaction directe entre la CKI; et PER1 ou PER2, se situe entre le
domaine PAS-B et le domaine de fixation des CRYs (figure 16A). En revanche, il ne semble
pas y avoir d’interaction directe entre la CKI; et les protéines CRYs qui nécessiteraient la
formation du dimeére PER/CKI,, pour former alors un trimére CRY/PER/CKI,, pour étre
phosphorylées ( ). Dans tous les cas, il en résulte une ou
plusieurs phosphorylations des protéines horloges ( ). Les
effets supposés de ces phosphorylations sont représentés figure 16B. La premiere
consequence de la phosphorylation par la CKI; des protéines horloges de la boucle
négative est le contrdle de leur localisation cellulaire, mais cela reste trés controversé.
Par exemple, pour PERI1, la phosphorylation par la CKI; soit n’aurait aucun effet sur la
localisation cellulaire de PER1 ( ) soit empécherait son entrée dans le noyau en
masquant son "signal de localisation nucléaire" (

) ou encore de faciliterait son entrée ( ). Les résultats
parfois divergents concernant la régulation de la localisation cellulaire des autres protéines
sont présentés figure 16C. La dégradation des protéines de la boucle négative est la
seconde conséquence de la phosphorylation par la CKl,. Cette dégradation ferait intervenir
le complexe du protéasome et elle est retrouvée dans toutes les études (par exemples,
surexpression ou inhibition de la CKI;, Keesler et al., 2000 et Miyazaki et al., 2004,
respectivement). Dans le cas de la boucle positive, la CKI; aurait pour conséquence
d’augmenter ’activation de BMALI ( mais voir aussi ) et

son action sur CLOCK reste encore incertaine ( Vs ).
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Figure 16: Contréle post-traductionnel des PERs par la Caséine Kinase l¢ (CKlg).

A. Représentation des séquences de mPER1 et 2 chez la souris avec sites de fixation. B.
Meécanismes d’action et effets supposés de la CKle. C. Régulation de la localisation cellulaire
des protéines PERs par la CKle.

(1) Lowrey et al., 2000; (2) Graves and Roach, 1995; (3) Cegielska et al., 1998; (4) Gietzen and Virshup, 1999;
(5) Liu et al., 2002; (6) Swiatek et al., 2004; (7) Vielhaber et al., 2000; (8) Camacho et al., 2001; (9) Eide et al.,

2002; (10) Takano et al., 2000; (11) Toh et al, 2001; (12) Akashi et al., 2002; (13) Miyasaki et al., 2004; (14)
Lee et al., 2004; (15) Lee et al., 2001; (16) Keesler et al., 2000; (17) Eide et al., 2005; (18) Yagita et al., 2002.
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Nous avons vu précédemment que la mutation tau chez le hamster syrien provoque une
période d’activité endogene plus courte que celle des individus sauvages. Cette mutation
concerne ’activité¢ de la protéine CKI;. L’expression du gene ne semble pas affectée mais
I’efficacité de transfert de phosphate de la protéine est considérablement réduite (

). Il en résulte une accumulation plus rapide des protéines de la boucle négative donc
I’inhibition de leur propre transcription intervient également plus tot. Les boucles "tournent"
plus vite ce qui provoque cette diminution de période endogéne. La CKI; joue ¢galement un

role important dans le cas des syndromes d’avance de phase ou de retard de phase du sommeil

( ).

¢ Caséine kinase | s

Tout comme son homologue, la CKIsne présente pas de rythme de ses messagers mais un
rythme d’activité rendue possible par son autoinhibition par phosphorylation et par son
activation par déphosphorylation (

). Sa présence a été¢ démontrée in vivo au sein des SCN et en culture, elle peut fixer
PER1 et PER2, les phosphoryler ce qui a comme conséquence d’induire leur dégradation
( ). Les roles respectifs de ces deux isoformes de la caséine kinase I ne

sont pas encore ¢lucidés et de futures expériences devront permettre de les caractériser.

¢ Mitogen-activated protein kinase

La régulation des boucles moléculaires par la voie des MAPK ("Mitogen-activated protein
kinase") s'effectue a la fois au niveau transcriptionnel via I’activation de la phosphorylation
de CREB (chapitre suivant) mais aussi, au niveau des protéines horloges. En 1998, Yang et
coll. mettaient en évidence une interaction entre BMAL1 et MAPK. Cette interaction
permettrait a la fois la translocation vers le noyau mais aussi des modifications de la structure
tridimensionnelle de BMALI1. La dimérisation préférentielle de BMAL1 avec P-MAPK (la
forme active des MAPK) plutot qu'avec MAPK, aurait pour conséquence une diminution de la
transactivation de BMAL1 sur les E-box ( ). Cependant, BMALI est
phosphorylée in vitro en Ser527, Ser599 et Thr534 par la P-MAPK et seul ce dernier site
permet une inhibition de la transactivation. Sanada et coll. (2002) rapportent également
qu'aucune interaction n'est réalisée entre MAPK et CLOCK, le second acteur de la boucle
positive. On sait que 1’activation transcriptionnelle due au complexe CLOCK/BMALI est
fortement diminuée en fin de jour et pendant la nuit et nous avons également vu

précédemment que BMALI est exprimée soit de fagon rythmique (pic de CTO a CTS) soit de
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facon constitutive (paragraphe A.1.3.1.1., ). Si
BMALI présente des niveaux stables, une inactivation de BMALI1 en fin de jour par les P-
MAPK pourrait expliquer, au moins en partie, cette diminution de transactivation. Or, bien
que les MAPK ne soient pas exprimées de fagon rythmique, un pic d’activation avec des
valeurs maximales comprises entre CT6 et CT10 et des valeurs minimales entre CT18 et
CT24, est observé dans les SCN, a ’exclusion de leur région centrale (

). Il est donc possible que les P-MAPK controlent temporellement I’activité
de BMALI, au moins en fin de jour/début de nuit.
Des données plus récentes montrent que la voie des MAPK intervient non seulement dans la
boucle positive mais aussi dans la boucle négative. En effet, la P-MAPK phosphoryle CRY'1
en Ser247 et CRY2 en Ser265 a la fois in vitro et in vivo, et CRY2 en Ser557 mais in vitro
seulement ( ). La conséquence de cette phosphorylation est une diminution
de la capacité des CRYs a inhiber CLOCK/BMALI. Or, comme dans la région centrale des
SCN, le pic de P-MAPK se situe entre CT14 et CT20 (

) et celui de CRY1 et CRY2 entre CT12 et CT16 ( ),

I’action des P-MAPK serait de permettre de lever I’inhibition due 8 CRY1 et CRY2 en milieu
de nuit. Mais comme P-MAPK diminue en fin de nuit, il en résulte une ré-activation de la
transcription due a CLOCK/BMALIL en fin de nuit. Ainsi, on peut penser que les P-MAPK
interviendraient dans la région centrale des SCN pour réguler 1’activité transcriptionnelle de

CLOCK/BMALTI soit directement (via BMALT1) soit indirectement (via CRYs).

¢ Proteine kinase G de type 11

L'activité¢ de la PKg ("Protéine kinase dépendante du cGMP") est régulée par I'horloge et
présente un maximum d'activit¢ en fin de nuit subjective ( ). Cette
protéine existe sous plusieurs isoformes : PKgl-a,, PKgI- et PKgII. Seule cette derniere
isoforme semble intervenir dans le controle des geénes horloges. En effet, seule 1’application
d’aODN ("aOligodéoxynucléotides") spécifique de la PKgII sur des tranches de SCN
provoque une variation de 1’activité électrique spontanée des neurones des SCN (

). La PKgGII peut interagir directement avec CLOCK permettant ainsi d’augmenter
son degré de phosphorylation. Elle peut également agir sur le second acteur de la boucle
moléculaire positive, Bmall, en permettant indirectement une diminution de ses niveaux
d’ARNm ( ). Bien que le rdle de cette phosphorylation de CLOCK par la
PKGII ne soit pas encore ¢lucidé, son intervention dans le contrdle de la transcription dirigée

par le dimére CLOCK/BMALL, est plausible.
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¢ Glycogen synthase kinase-3a

La présence de la GSK3 ("Glycogen synthase kinase-3") dans les SCN et sous deux
isoformes, a été révélée dés 1990, par Woodgett. Cependant, il a fallu attendre une dizaine
d'années pour que le role de la GSK dans le domaine des rythmes soit démontré. D'ailleurs,
Cohen et coll. titrent en 2001: "The renaissance of GSK3". La GSK est une kinase a motif
sérine/thréonine d’abord décrite comme étant impliquée dans le controle du métabolisme du
glycogéne, mais elle intervient dans de nombreux autres processus ( ).
De plus, les roles circadiens joués par les deux isoformes, semblent étre différents.

La présence de la GSK-3a présente une oscillation circadienne avec un pic obtenu a CTS5
chez la souris ( ). Elle est inactivée par phosphorylation en Ser21 par la
RSK-1 et activée par I’action de la PP2A ("Protéine phosphatase 2A",

). Son effet moléculaire au sein de I’horloge n’a pas encore été identifié mais il semble
qu’elle soit impliquée dans le controle de la période circadienne. En effet, ’application de
lithium sur des cultures de neurones individuels de SCN provoque une augmentation de leur
période de décharges ( ). Du lithium ajouté a la nourriture des souris, provoque
¢galement une augmentation de la période circadienne de I’activité locomotrice. Mais au sein
des SCN, ce traitement provoque a la fois une diminution de la GSK-3a et une augmentation
de la P-GSK-3a, résultant en une diminution de ’activité de cette protéine (

). Cet effet étant spécifique aux SCN, on peut émettre I’hypothése selon laquelle
I’inactivation de la GSK-3a traduit ’effet du lithium sur les SCN et donc sur I’organisme
entier. Ainsi, la GSK-3a aurait un rdle actif dans la régulation de la période des rythmes

endogenes.

¢ Glycogen synthase kinase-34

L’apparition de la GSK-3p dans le domaine de I’étude des rythmes circadiens, étant tres
récente, il n’y a que trés peu de travaux portant sur le role joué par cette protéine kinase, mais,
ils apportent des données nouvelles dans la régulation post-traductionnelle de CRY?2.

Précédemment, nous avons vu que CRY?2 pouvait étre phosphorylée par les MAPK en Ser265
mais pas au niveau de Ser557 in vivo ( ). La protéine GSK-3f présente la
particularité de reconnaitre une séquence formée d'un résidu Ser (I'accepteur de phosphate) et
d'un second résidu Ser ¢éloigné de 4 résidus (coté carboxy-terminal) lui-méme déja
phosphorylé, soit —SxxxS(P), x étant un acide aminé quelconque ( ). Harada et

coll. (2005) montrent la présence d'un tel motif en comparant les séquences protéiques de
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Figure 17 : Controble post-traductionnel par la Glycogéne Synthase Kinase 33 (GSK3p).

A. Représentation d’une partie de la séquence de CRY2 chez la souris (m), I’homme (h) et le
poulet (c) avec en encadré, le motif de reconnaissance de la GSK3[ et en foncé, les
homologies de séquences. B. Représentation schématique du mode d’action et du contrdle de
la GSK3. La couleur rouge présente 1’état d’inactivation et la couleur verte celui d’activation
de protéines.

(1) Fiol et al., 1987; (2) Harada et al., 2005; (3) Sutherland et al., 1993; (4) Sutherland et al., 1994; (5) Eldar-
Finkelman et al., 1995; (6) Sturgill et al., 1988; (7) Butcher et al., 2004.

66




CRY2 de la souris, de 'homme et du poulet (figure 17A). A l'aide d'études in vitro menées
sur des cellules COS7, cette équipe a mis en évidence que la phosphorylation en Ser553 de
CRY2 est bien effectuée par GSK-3 du moment que CRY2 présente déja une
phosphorylation en Ser557 formant donc le motif —Ser553(P)xxxSer557(P). Il en résulte la
formation de CRY2-(P), qui serait trés instable et rapidement dégradée par le complexe du
protéasome. De plus, la GSK-3f3 exprimée de fagon constitutive, présente une régulation de
son activité par des phosphorylations/déphosphorylations. En effet, elle est rendue inactive
par phosphorylation en Ser9 ( et pour revue, ).
Cette phosphorylation est circadienne et présente un pic en fin de jour subjectif/début de nuit
subjective, donc peu avant le pic de CRY2 ( ). Ce processus d’inactivation
semble étre catalysé par plusieurs kinases dont la RSK-2 (

). Or, comme I’activité des RSK, et par-la
méme de la RSK-2, est induite par phosphorylation par la voie des MAPK (

), on peut supposer que ’activité¢ de la GSK-3 est sous le controle
de la voie des MAPK. En accord avec cette hypothese, le rythme d'activation des MAPK est
en phase avec le maximum d’inhibition de la GSK-3f ( ). L’ensemble de
ces mécanismes supposés sont présentés figure 17B. Cependant, la kinase permettant la
phosphorylation de Ser557 n'a pas encore ¢été identifiée mais il existe un rythme de CRY2-
(P)serss7 avec une accumulation située en fin de jour/début de nuit. Il faut noter qu’a chacun
des niveaux de régulation que 1’on vient de décrire, il existe un mécanisme inverse faisant
intervenir la PP2A mais dont le mode de régulation dans le domaine des rythmes, n’est pas

€ncore connu...

¢ SUMOylation

La SUMOylation ("Small ubiquitin-related modifier protein") sur des résidus lysine est une
réaction enzymatique réversible ( ) intervenant dans le contrdle de différents
processus dont la régulation de la transcription, la structure de la chromatine et la localisation
des protéines cibles ( ). Le motif de
sumoylation est constitué¢ de la séquence WYKxE/D avec ¥ : un résidu hydrophobe, K : la
lysine, x : un acide aminé quelconque, E : I’acide glutamique et D : 1’acide aspartique (

). Or, BMALL présente de tels motifs entre ses domaines PAS-A et PAS-B (figure 18).
Il a ét¢ montré que BMALI est sumoylée en Lys259 permettant ainsi ses variations
rythmiques comme sa dégradation ( ). Cette expérience effectuée dans le

foie de souris, montre un pic de BMAL1-SUMO a ZT9. De plus, CLOCK permet
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bHH  (PAS-A  (Pas-B) mBMAL
71 126 143 208 346 395 627
Sumo consensus site: Rxx WYKxE/DxK/R
mBMAL1l 222: GLP ITPGPSRLCSGARRSLFCRMK- - CNRPS - ~DKDFASTCS -DR- 275
hBMAL1 222: GLP ITPGPSRLCSGARRSFFCRMK- - CNRPS- ~-DKDFPSTCS -DR- 275
zBMAL1 226: GL ITPGPSRLCSGARRSFFCRMK - - CNRPS - ~-DKDFPSTCS R- 280
dCYCLE 182: LP VPQSLCRLCPGARRSFFCRMKLRTASNNQIKEESDTSSSSRSSTKRKSRL 241
mBMAL2 197: S-QVYSHPYTGRPRMHSGSRRSFFFRMK- - - SCTVPVKEE- - -QPCSSCS HR- 248
mARNT 239: G- TVEKEGQQSSMRMCMGSRRSFICRMRCGTSSVDPVSMNRLSFLRNRCRNGLGSVK 297

K223 K229 Kas9

K272

Figure 18 : Représentation des motifs SUMO dans la séquence de BMALL chez différentes
especes (d’aprés Cardone et al., 2005).

En haut est représentée mBMALI1 avec les domaines PAS-A, PAS-B et bHLH. En bas, la
séquence des acides aminés de la zone comprise entre les deux domaines PAS. m, mouse ; h,
human; z, zebra fish; d, drosophile.
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d’augmenter les quantités de BMAL1-SUMO ce qui prouve I’importance de la sumoylation
dans le contrdle de la rythmicité de la transcription de génes sous contréle CLOCK/BMAL1
comme Dpb ( ). Un tel processus serait donc nécessaire au bon

fonctionnement de la boucle positive.

¢ Complexe du protéasome

Sachant que la phosphorylation des protéines de la boucle négative provoque leur dégradation
dans de nombreux cas, des études ont tenté de décrire les mécanismes sous-jacents. La
dégradation de CRY2 est régulée au moins en partie par le protéasome sous ’action de la
GSK-3 car, in vitro, une augmentation de la concentration en ATP permet une dégradation
plus rapide et inversement, 1'ajout de MG132 (inhibiteur du protéasome 26S) empéche cette
dégradation ( ). Dans le cas de PER2, sa phosphorylation par la CKI,
permet sa dimérisation avec une ubiquitine ligase de classe E3, la B-TrCP ("B-Transducin
repeat containing protein"). Cette protéine a la particularité de ne fixer ses substrats que s’ils
sont phosphorylés ( ). PER2 présente un motif B-TrCP-like
(*"’'SSGYGS*™ avec S pour la sérine, G pour la glycine et Y pour la tyrosine) dont 1’acide
aminé essentiel semble étre phospho-Ser478 ( ). I en résulterait ensuite une
poly-ubiquitination de PER2 via le motif F-box de la B-TrCP (

) conduisant a la dégradation de PER2 ( ). En revanche, la stabilité de
PER2 est augmentée par sa dimérisation avec CRY1 et réciproquement ( ),
supposant donc un équilibre entre la formation du complexe CKIe/PER2/CRY1 stabilisé et
des complexes PER2/B-TrCP et CKle/PER2/B-TrCP instables. Mais, le mécanisme de
stabilisation de PER2 par CRY1 (masquage du motif B-TrCP-like, changement de
conformation de PER2...) n’est pas encore connu.
Parmis les acteurs de la voie de dégradation des protéines par le complexe du protéasome, une
autre protéine pourrait intervenir, 'UCHL1 ("Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1"). Les
souris porteuses de la mutation gad ("Gracile axonal dystrophy"), affectant le géne UchL1
( ), présentent un dysfonctionnement de 1’ubiquitination des protéines
( ). Il est donc possible que 'UCHL1, dont I’expression est constitutive et

¢levée dans les SCN, intervienne dans cette dégradation (

).
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1.3.2.5. Conclusions des régulations.

L’¢tude des séquences promotrices a permis de montrer que CLOCK/BMALI n’est pas
I’unique activateur de la transcription des génes horloges mais que d’autres protéines (CREB,
DBP, E4BP4) jouent également un réle important. La présence des séquences RORE, E-box,
DBP/E4BP4-binding site et surtout les diverses combinaisons possibles entre elles, pourraient
étre a la base des activations différentielles des geénes horloges ( ). Il est
¢également fort possible que des protéines comme la NOCTURNIN ou des RBP aient un role
régulateur pour la quantit¢ d’ARNm produite mais aussi pour ’efficacité de la traduction.
Puis, les interactions entre les PERs et CRYs interviennent dans la régulation de leur
localisation nucléo-cytoplasmique comme dans leur dégradation par le complexe du
protéasome ( ). De méme, la formation de dimeéres
CLOCK/BMALI controle en partie leur localisation, leur phosphorylation et leur dégradation
( ). Ainsi, P’action et la demi-vie des protéines horloges sont sous
contrdle partiel de nombreuses protéines. L’action d’autres protéines intervenant a différents
niveaux, permet donc un fonctionnement spatio-temporel des boucles de régulation afin
d’obtenir une période proche de 24h. Ces régulations spatio-temporelles schématisées
figure 19 ont un rdle clé dans la création des oscillations circadiennes. Par exemple, la
mutation du géne codant la CKle, permettant une accumulation plus rapide des protéines
PERs et CRYs, induit une réduction de la période circadienne chez le mutant tau (

). C’est donc I’ensemble des régulations et les équilibres entre action et dégradation
qui permettent des adaptations fines de 1’horloge moléculaire des SCN. Ces adaptations
permettent ’apparition des décalages de phase entre les pics ’ARNm des différents genes
horloges de la boucle négative qui sont pourtant tous, sous contréle de CLOCK/BMALI. La
régulation des boucles met déja en jeu de nombreux mécanismes et de futures études

viendront certainement les compléter (compliquer ?) davantage.
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Figure 19 : Régulations spatio-temporelles des produits des genes horloges a la base de la
rythmicité, partie 1/4. Accumulation de dimeres CLOCK/BMALL.

Dans le cas des ARNm et des protéines des genes horloges, la couleur bleue indique une
synthése de novo. Les couleurs verte et rouge indiquent les états d’activation et d’inactivation,
respectivement. De ZT21 a ZT3 environ, les protéines BMAL1 s’accumulent, permettant la
formation de dimeéres CLOCK/BMALI. La CKle permet la phosphorylation de BMALI1
augmentant ainsi son activation. La PKgII phosphoryle CLOCK mais la conséquence est
incertaine. Puis, ce dimére pénétre dans le noyau et permet le début de la transactivation. De
ce fait, les ARNm de Rev-erba et de Perl commencent a s’accumuler.
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Figure 19 : Régulations spatio-temporelles des produits des génes horloges a la base de la
rythmicité, partie 2/4 . Accumulation des produits des génes Pers.

De ZT3 a ZT9, on note au niveau des promoteurs (montré¢ pour Perl) une accumulation des
effets activateurs de la transcription : (1) maximum de fixation de Pol II ; (2) fixation des
complexes p300/CLOCK/BMALI1/CBP ; (3) fixation de p300/P-CREB/CBP ; (4) fixation de
DBP et (5) I’'H3 est phosphorylée en Serl0 et acétylée en Lys4/9 par des MAPK et CBP,
respectivement, ce qui favorise la trans-activation. Ainsi, I’accumulation des ARNm de Perl
puis de Per3 et Per2, en fonction des activités (présumées) de PABP1, PARN et NOC, permet
la formation des protéines PER1 a 3, en fonction de D’activité de la RPB. Celles-ci se
dimérisent, sont phosphorylées et peuvent étre dégradées. Parallelement, les protéines REV-

ERBa s’accumulent tout comme les ARNm de Rore.
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Figure 19 : Régulations spatio-temporelles des produits des génes horloges a la base de la
rythmicité, partie 3/4. Accumulation des diméres PERS/CRYSs.

De ZT9 a ZT15, on assiste aux pics de présence des ARNm de Cryl et Cry2. Les protéines
CRYs et PERs s’accumulent et sont phosphorylées. Petit a petit, 1’équilibre entre
I’accumulation de protéines et leurs dégradations s’inverse. La transactivation diminue,
CREB n’est plus phosphorylée et DBP est en compétition avec E4BP4. Concernant les
protéines BMALI, elles sont SUMOylées et phosphorylées par les MAP-K (alors a son
maximum d’activité) permettant respectivement la dégradation et I’inactivation de BMALI.
REV-ERBa inhibe fortement la transcription de Bmall mais les protéines ROR«a
s’accumulent.
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Figure 19 : régulations spatio-temporelles des produits des géenes horloges a la base de la
rythmicité, partie 4/4. Inhibition de la transactivation et retour au début du cycle.

De ZT15 a 21, les complexes PERs/CRY's sont fortement accumulées dans le noyau ou ils
inhibent leur propre transcription ce qui est favorisé par les homodiméres d’E4BP4. De plus,
la GSK-3 présente son état d’inactivation le plus fort (grace au pic d’activité¢ des P-MAPK)
n’inhibant donc plus CRY2. A I’inverse, les P-MAPK permettent d’inactiver les CRYs. Les
protéines RORa étant fortement représentées, elles permettent 1’activation de la transcription
de Bmall dont les ARNm s’accumulent. Enfin, les protéines PERs, CRYs vont étre
dégradées, c’est le début d’un nouveau cycle.
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La description des boucles, dans cette figure, doit cependant étre interprétée avec quelques
précautions. (1) Une partie des phénomenes décrits ici ne sont pas, a I’heure actuelle, mis en
¢vidence dans les SCN, et les données a partir de cultures cellulaires (essentiellement de
fibroblates) ou in vivo, a partir de mesures effectuées dans les hépatocytes ne suffisent pas
pour rendre ces mécanismes universels. (2) Les résultats proviennent de cultures réalisées a
partir de différentes especes, nous n’avons pas tenu compte de cette diversit¢ pour la
réalisation de cette figure. (3) Les boucles ne tiennent pas non plus compte de la localisation
du neurone. Or, nous avons vu que les SCN ne sont pas un tissu homogene et, tant au niveau
des tranches horaires que des mécanismes proposés, des différences entre populations de
cellules des SCN doivent exister. Enfin, (4) Certains mécanismes, encore mal connus, n’ont
¢été décrits comme efficaces que sur I’'une ou I’autre des protéines horloges. La figure présente
de tels mécanismes, il ne faut donc pas interpréter une absence de fleche comme étant la
démonstration qu’il n’y a pas d’effet. Ils peuvent exister mais ne sont pas démontrés. Enfin,
(5), plusieurs mécanismes supposés sont décrits ici mais restent a étre mis clairement en
évidence.

Cependant, I'intérét de cette figure est de pouvoir rapporter les différents phénomenes
observés, quelque soit I’espeéce ou le tissu utilisé. Cette synthése a pour but de présenter un
mécanisme d’action général, permettant d’avoir une base de travail pour formuler de
nouvelles hypotheses.
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1.4. SYNCHRONISATION DE L’'HORLOGE PRINCIPALE.

L’information photique est tout d’abord percue par la rétine puis transmise aux SCN en
suivant différentes voies. La seule voie directe dont les neurotransmetteurs principaux sont le
glutamate et le PACAP, forme le RHT. Une deuxiéme voie provient des IGL ("feuillets
intergéniculés latéraux") qui libérent du NPY, de I’enképhaline et du GABA au niveau des
SCN via le tractus géniculohypothalamique. Enfin, la troisiéme voie provient du noyau du
raph¢ médian avec, pour neurotransmetteur, la sérotonine. Cependant, le RHT est la voie
principale de I’entrainement par la lumiére ( ), les deux autres voies
n’intervenant que pour moduler la réponse a la lumiere ( ). De ce
fait, ce chapitre ne concernera que les données concernant le réle du RHT dans I’entrainement

par la lumiére et les mécanismes impliqués au niveau des SCN.

1.4.1. Au niveau physiologique.

Nous avons vu que I’information photique est transmise aux SCN via le RHT. A I’instar d’un
créneau de lumiere, une stimulation du RHT aura des effets sur I’organisme si cette
stimulation est effectuée pendant la nuit (subjective) et sera sans effet si elle est effectuée
pendant le jour (subjectif) ( ). Une exposition a la lumiére pendant la nuit
subjective aura pour conséquences 1’apparition de retard de phase de 1’activité locomotrice
(stimulations en début de nuit) ou d’avance de phase (stimulations en fin de nuit) qui sont
proportionnels a I’intensité lumineuse et a la durée d’exposition (

). Ainsi, en fonction du moment de la stimulation, une PRC ("Courbe de
réponse de phase") a une stimulation photique peut-étre établie. La figure 20 présente un cas
général mais il existe cependant de petites différences dans la forme exacte de la courbe entre

les especes ( )-

1.4.2. Au niveau cellulaire.

Un créneau lumineux a pour effet d’augmenter la concentration en glutamate extracellulaire
au niveau des SCN ( ) et environ 30% des neurones des SCN du rat, du

hamster syrien et de I’écureuil terrestre a treize bandes (Spermophilus tridecemlineatus), sont
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Figure 20 : La lumiere induit des décalages de phase de I’activité locomotrice.

L’application d’un créneau lumineux (carré) en fin ou en début de nuit induit respectivement
une avance et un retard de phase de 1’activité locomotrice (barres horizontales noires). Par
contre, I’application du créneau de lumiére pendant le jour subjectif est sans effet. Le report
de ’amplitude et du sens des décalages de phase en fonction de I’heure d’application de la
lumiére, permet d’établir une courbe de réponse de phase.
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sensibles a la lumiére et la majorité sont activés (

). L’application ICV de MK801, antagoniste des récepteurs NMDA, permet
d’inhiber le décalage de phase de I’activité locomotrice normalement induit par un créneau
lumineux ( ). In vitro, des
décalages de phase de 1’activité €lectrique des cellules de SCN sont obtenus par application de
glutamate qui permet une entrée de Ca’ dans les neurones des SCN (

). Ces décalages sont abolis par ’inhibition de la
stimulation de la NO synthase ce qui suggére également un réle pour le NO en aval de
I’action du glutamate ( ). Bien
qu’un créneau lumineux appliqué en jour subjectif ne provoque pas de décalage de phase de
’activité locomotrice, il induit une augmentation de la fréquence de décharges des neurones.
Cependant, cette augmentation est faible par rapport a celle obtenue a la suite d’une activation
pendant la nuit subjective. Ceci peut-€tre corrélé au fait que pendant le jour, I’activité de base
des neurones est élevée, contrairement a la nuit ou elle est faible ( ).

Chez les souris TrkB*" (mutation du geéne codant le récepteur a tyrosine kinase B), présentant
une diminution des quantités de ce récepteur localisé sur le RHT ( ), les
décalages de phases obtenus pour I’activité locomotrice sont plus faibles en amplitude alors
qu’aucune différence de comportement locomoteur n’est observé en cycles LD et en DD par
rapport aux souris sauvages ( ). L’application d’inhibiteurs de ce récepteur
permet de bloquer les décalages de phase ( ). C’est un récepteur a haute
affinité pour le BDNF ("Brain-derived neurotrophic factor") dont ’application pendant le jour
subjectif permet une réponse a la lumiere ( ). Ainsi, le BDNF, d’expression
rythmique dans les SCN avec un pic de nuit ( ) jouerait un roéle dans la
fenétre de sensibilité des SCN a un créneau lumineux.
Dans le paragraphe suivant, nous verrons qu’un créneau lumineux permet d’induire
notamment [’expression de Perl. Cependant, cette induction ne se fait pas dans I’ensemble
des SCN du rat mais semble étre restreinte a la partie vVISCN (PER1-ir,

) et plus particulierement aux cellules a VIP (ARNm de Perl, ).
Un pic d’ARNm de Perl dans le dmSCN est ensuite trouvé plus tardivement (

) et pourrait étre di a I’entrailnement du dmSCN par le VISCN par exemple par le VIP.
De plus, les mutants Vipr2'/', ne présentent plus de réponse a la lumiére ce qui met en
¢vidence un rdle de ce peptide ( ).
La sous régionalisation des SCN par les neurones a CALB aurait également un rdle

particulier. Alors que I’expression de la Calbindin est non rythmique, il existe un rythme
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circadien de présence de la CALB dans le noyau ( ). Par injection
d’oligonucléotides anti-Calbindin dans le troisiéme ventricule, les décalages de phase (tout
comme |’activation de I’expression de Perl) sont réduits de facon dose-dépendante (

). Le controle de la fenétre de sensibilité des SCN a un créneau lumineux ferait

donc intervenir la CALB.
1.4.3. Au niveau moléculaire.

L’application d’un créneau lumineux pendant la nuit (subjective) permet une augmentation de
du taux d’histone H3 phosphorylée de fagon spécifique aux SCN ( ). On
peut alors supposer que cette phosphorylation permet en partie I’activation de la transcription
de genes spécifiques intervenant dans les phénomenes de décalage de phase. Plusieurs études
suggerent que les génes Perl et Per2 jouent un réle important dans 1’apparition d’avance et de
retard de phase de I’activité locomotrice en réponse a un créneau lumineux appliqué pendant
la phase nocturne. Les niveaux d’ARNm et de protéine de Perl augmentent a la suite d’une

exposition a la lumiére ou, in vitro, par application de glutamate (

).
Le méme effet est obtenu pour Per2 lorsque I’exposition a la lumiére a lieu en début de nuit
(induisant des retards de phase) mais pas lorsqu’elle est réalisée en fin de nuit (induisant alors
des avances de phase) ( ).
L’implication de Perl et Per2 a ét¢ confirmée d’une part, en utilisant des aODN dirigés
contre eux, qui inhibent alors I’apparition des décalages de phase (

) et d’autre part, grace a I’utilisation de souris
génétiquement modifices mPer1®®™ et mPer2®™™ qui ne présentent plus d’avance et de
retard de phase, respectivement ( ). De ces diverses études, il découle que
les décalages de phases de I’activité locomotrice induits par des créneaux lumineux
pendant la nuit seraient dus a Perl pour les avances de phase et a Perl et Per2 pour les
retards de phase. Les phénomeénes décrits ci-dessus restent cependant soumis a discussion.
En effet, les études réalisées par Cermakian et al. (2001) et Bae & Weaver (2003) montrent
que ni Perl ni Per2 ne seraient nécessaires a ces décalages. Dans la premiere étude,
I’utilisation de souris Perl™ a permis de mettre en évidence que les décalages de phase

induits par un créneau lumineux a CT14 ou a CT20 sont identiques a ceux décrits chez les
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Figure 21 : Representation schématique des voies de transduction dans les SCN apres
I’application d’un créneau lumineux pendant la nuit (d’apres Hirota and Fukada, 2004).

Les lignes continues et pointillées indiquent les effets directs et indirects respectivement. BIT,
brain immunoglobulin-like molecule with tyrosine-based activation motifs; CaMKII,
Calcium/Calmoduline kinase II; CRE, cAMP response element; CREB, CRE-binding protéin;
PACAP, pituitary adenylate cyclase-activating peptide; PKGII, cGMP-dependent protein
kinase II.

80



souris sauvages. Ce résultat est confirmé dans la seconde étude ou les auteurs démontrent que
les retards de phases sont également présents chez des souris Per2”.

Une stimulation photique pendant la phase nocturne permet un flux entrant de Ca™" dans les
cellules des SCN (via les récepteurs NMDA ; ) ce qui
permet [’activation de la voie AMPc, avec pour conséquences la phosphorylation de la
proté¢ine CREB (P-CREB) sur les Ser133 ( ) et Serl142 ( ). P-
CREB active la transcription de la galactosidase ( ) chez des souris
transgéniques possédant un géne rapporteur CRE-[-galactosidase ( ). Nous
avons vu que le gene Perl posséde dans son promoteur une séquence CRE (

), sa transcription a la suite d’un créneau lumineux semble donc activée
par P-CREB. De plus, I’application d’oligonucléotides se fixant sur la séquence CRE, inhibe
I’apparition d’ARNm de Perl ( ). La figure 21, d’aprés Hirota &
Fukada (2004), présente ce mécanisme d’action. Une mutation de la protéine CREB (mutation
de Ser142 en Ala) permet d’inhiber I’activation de Perl mais pas celle de Per2, ce qui prouve
que les mécanismes de leur activation par le glutamate sont différents ( ). La
voie de transduction permettant I’apparition d’avances de phase et I’augmentation de

produits du géne Perl fait donc intervenir la protéine CREB.

Les phénoménes moléculaires a I’origine de I’augmentation des ARNm de Perl par P-CREB,
a la suite d’un créneau de lumiére, restent sujet a controverse. La_figure 22 présente une
schématisation de ’ensemble de ces données. De maniere générale, la voie CREB/CRE peut
étre activée par différentes kinases comme la PK4 ("Protéine kinase dépendante du cAMP"),
la CaMKII ("Ca""/Calmoduline kinase 1I") et les MAPK (
). Il a ét€¢ montré par I’inhibition de
la PK4, que cette derniére ne joue aucun role dans I’apparition d’avances de phase (
). A I’inverse, la CaMKII et les MAPK semblent impliqués dans ce phénomene.

Cependant, pour certains auteurs, l'activation par la phosphorylation de CREB ferait

intervenir la CaMKII, mais sans I’intervention des MAPK ( ) alors que
pour d'autres, l'activation des MAPK par la CaMKII ( ) serait un élément
essentiel a I'apparition des décalages de phase ( ). Mais, d'autres données

sont également a prendre en compte. D’une part, la PK¢ permet non seulement d'augmenter

les taux de transcrits de Perl ( ) mais aussi d’activer des MAPK
( ). De plus, I’activation de la voie PK¢ provoque
des avances de phase ( ). Il reste cependant a
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Figure 22: Synthése bibliographique schematique des voies de transduction conduisant a
I’activation des MAPK puis de Perl lors d’un créneau lumineux provoquant une avance de
phase de I’activité locomotrice.

Les lignes continues et pointillées indiquent les effets directs et indirects respectivement. La
couleur rouge présente 1’état d’inactivation et la verte d’activation de protéines. BIT, brain
immunoglobulin-like  molecule with tyrosine-based activation motifs; CaMKII,
Calcium/Calmoduline kinase II; CRE, ¢élément de réponse a I’AMPc; CREB, CRE-binding
protéin;, MAP, mitogen activated proteins; MAPK, kinase activant les MAP; NO, monoxyde
d’azote; NOS, NO synthase.

(1) Yokota et al., 2001; (2) Chen et al., 1998 ; (3) Butcher et al., 2002 ; (4) Cobb et al., 1991; Nishida and

Gotoh, 1993 ; Akashi & Nishida, 2000; (5) Nakahata et al., 2000 ; (6) Nakahata et al., 2003 ; (7) Fang et al.,
2000 ; (8) Ding et al., 1994, 1997 ; Gau et al., 2002 ; (9) Xing et al., 1998 ; Impey et al., 1998.
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démontrer que la PK¢ peut étre activée par un créneau lumineux. D’autre part, la lumiére
induit la phosphorylation d’une glycoprotéine membranaire, la BIT ("Brain immunoglobulin-
like molecule with tyrosine-based activation motifs") dont 1’'une des conséquences est
I’activation de la voie des MAPK ( ). De plus, I’activation de Perl
par la voie des MAPK pourrait faire intervenir la protéine G nommée DEXRASI
("Dexamethasone-induced RAS protein 1"). Cette protéine présente un pic d’activité en début
de nuit et pourrait donc étre le lien entre la CaMKII et les MAPK. En effet, la lumicre
provoque au sein des SCN un flux entrant de Ca™ qui permet la libération du monoxyde
d’azote NO (par ’action de la NO synthase complexée avec la CaMKII). L’oxyde nitrique se
fixe sur la DEXRASI ce qui provoque son activation par échange GDP-GTP (
). Une fois active, elle permet la phosphorylation donc I’activation des MAPK (

). Puis, les P-MAPK permettraient la phophorylation de
CREB ( ). Enfin, les MAPK peuvent également activer
les facteurs de transcription de type AP-1 ( ). Le promoteur de Perl
contenant un site de fixation AP-1, cette voie pourrait donc également participer. On peut
donc penser que les créneaux de lumiere permettant I’activation de CREB, de Perl et
provoquant des avances de phase feraient intervenir la voie des MAPK. Et, en amont
des MAPK, différents acteurs interviendraient dont la CaMKI|I, la BIT, la DEXRASLI et

peut-étre d’autres encore.

La voie de signalisation a I’origine de I’augmentation des niveaux des ARNm de Per2 en
relation avec les retards de phase est moins bien élucidée. Les différentes hypothéses sont
représentées figure 23. 11 est possible que la transactivation de Per2 soit sous la dépendance
de la PKgII. En effet, chez les souris mutantes pour PK¢II, un créneau de lumiere ne peut pas
provoquer de retards de phase mais seulement des avances de phases identiques a celles des
souris sauvages ( ). A I’inverse, d’autres études ont mis en évidence la
nécessité de la voix cGMP-PKg pour I’apparition d’avances de phase (

). L’application d’oligonucléotides de PKgII sur des tranches de
SCN provoque des retards de phase ( ). De plus, une augmentation du
Ca'" intracellulaire par 1’action des récepteurs ryanodine participerait également aux retards
de phase mais cette voie reste hypothétique ( ). L activation
plausible par le Ca" de la PKc¢ (sous dépendance du Ca™") n’est cependant pas la bonne
hypothése car la PK¢ ne peut pas provoquer de retard de phase ( ).

La CaMKII semble elle aussi jouer un role car son inactivation a pour conséquence une
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Figure 23 : Représentation schématique des voies de transduction conduisant a I’activation
de Per2 lors d’un créneau lumineux provoquant un retard de phase de I’activité locomotrice.

Les lignes continues et pointillées indiquent les effets directs et indirects respectivement. La
couleur rouge présente I’état d’inactivation et la verte d’activation de protéines. CaMKII,
Calcium/Calmoduline kinase II; PK,, cAMP-dependent protein kinase; PKGII, cGMP-

dependent protein kinase II; RyR, ryanodine receptor.

(1) Oster et al., 2003; Tischkau et al., 2004; (2) Ding et al., 1998; (3) Schak & Harrington, 1999; (4) Yokota et
al., 2001; (5) Lee et al., 1999; (6) Xu et al., 1998.
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diminution de I’amplitude du retard de phase (
). Enfin, nous avons vu précédemment que la lumicére permet une augmentation en
cAMP ce qui provoque également ’activation de la PK4 (via I’adénylate cyclase,
). Or, c’est une inhibition et non une activation de la PKx qui permet I’apparition
de retards de phase ( ). De nombreux points restent donc a éclaircir pour

rendre compte des phénomenes de retards de phase.

En conclusion des roles de Perl et de Per2 dans les phénomenes de décalages de phase
induits par la lumiére, il apparait clairement que de multiples acteurs participent a leur
activation. Cependant, de nombreuses divergences existent et devront étre ¢lucidées par de
futures études. Elles devront permettre de rendre compte des différents effets observés. Par
exemple, I’inactivation des MAPK permet de diminuer les avances et les retards de phase
( ) alors que I’inactivation de la CaMKII ne
diminue que les retards de phase ( ). Ceci pourrait étre di au fait de la
redondance des mécanismes permettant 1’apparition d’avances de phase par rapport a ceux
permettant des retards de phase. De plus, ’induction de Perl fait intervenir P-CREB,
reconnaissant le site promoteur 5-TGACGTCA-3' (voir paragraphe A.1.3.2.1.) mais
I’induction de Perl par la CaMKII est bloquée par la mutation d’une séquence différente (5°-
GAGGGG-3’) située en amont de I’exon 1 du promoteur de Perl ( ). Ce
résultat met en évidence le fait que P-CREB ne serait pas le seul acteur de cette induction et
que d’autres acteurs encore inconnus, sont nécessaires a 1’activation par P-CREB.
Dans le but de montrer que d’autres génes horloges prennent part aux phénoménes de
décalage de phase, Tamaru et coll. (2000) ont montré que BMALI serait diminué par la
présence de lumiére pendant la nuit, mais ce résultat n’a cependant pas ¢été confirmé par la
suite ( ). De la méme manicre, il a été¢ montré que la transcription de Cryl
comme celle de Cry2 ne prendrait pas part aux phénomeénes de décalages de phases (

). Le géne Clock, bien que ni activé ni inhibé par la lumiére, pourrait jouer un rdle.
Chez les souris Clock™, un créneau lumineux provoque une augmentation des niveaux de
Perl plus faible que chez les souris sauvages ( ) et nous avons vu
précédemment (chapitre A.1.3.1.) qu’en terme d’activité locomotrice, ces souris sont moins

sensibles a un créneau lumineux.
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1.5. DES HORLOGES...EN PERIPHERIE.

Au chapitre A.1.2.7., nous avons vu que les SCN contrdlent les secrétions hormonales,
notamment de glucocorticoides, ce qui laisse supposer que, par I'intermédiaire de diverses
hormones, les SCN contrdlent ou imposent leur rythmicité a I’ensemble de 1’organisme.
L’une des plus belles démonstrations d’entrainement des rythmes en périphérie par des
facteurs circulants a été apportée en 2002 avec une expérience ou Pando et coll. ont implanté
en sous-cutané des fibroblastes embryonnaires de souris (FES) sauvages ou de souche Perl™”

a des souris de souches sauvage, Perl” ou Clock™"

. Dans tous les cas, la période des rythmes
d’expression de Per2 dans les FES est égale a celle du receveur et non du donneur. Comme
aucune connexion directe n’est possible entre les cellules de I’implant et celles de 1’animal
receveur, car les FES sont encapsulées dans du collageéne, I’entrainement des rythmes de Per2
dans les FES est di a la présence de facteurs circulants. Dans cette partie, nous verrons donc
comment les organes périphériques peuvent étre entrainés par des facteurs circulants puis

quelle est I’implication des SCN dans le fonctionnement journalier de ces organes et enfin

nous verrons un exemple du contréle d’une fonction périphérique par les SCN.
1.5.1. Des oscillateurs périphériques.

L’expression des geénes horloges n’est pas limitée aux SCN, et de nombreuses études

rapportent une expression rythmique de ces genes en dehors des SCN (

). Des décalages de phase des pics d’ARNm des geénes horloges ont été observés en
fonction du tissu ou de I’organe. Ainsi, 1’acrophase du rythme de présence des ARNm de

Perl se situant en début de jour dans les SCN, les valeurs maximales sont obtenues au méme

moment dans la Pars tuberalis de 1’adénohypophyse ( ), mais seulement
7h aprés dans les poumons ( ) et de 4 a 10h aprés, en fonction des
¢tudes, dans le foie et dans le cceur ( ). Certains

organes, dont les testicules, ne semblent pas présenter de variations journalicres de
I’expression des genes horloges ( mais voir aussi ). En plus
des variations cycliques d’expression des geénes horloges, environ 10% de I’ensemble des
genes ont une activité qui semble étre également soumise aux rythmes journaliers (

). Par exemple, dans le foie murin, les

enzymes intervenant dans la dégradation du cholestérol présentent un pic d’ARNm pendant le
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jour et celles intervenant dans sa synthése, un pic de nuit, en phase avec I’utilisation du
cholestérol ( ). Ces genes interviennent donc dans de nombreux processus
physiologiques tels que le métabolisme (dans le foie, implication de génes intervenant dans la
glycolyse, la biosynthése du cholestérol et des acides aminés, la gluconéogénése...), et le
cycle cellulaire mais aussi dans des processus impliqués dans 1’apparition de cancer (

et pour revue, ). Sur environ 500 geénes étudiés pour leur expression
rythmique dans le cceur et le foie, seulement 52 sont communs aux deux tissus et 37
présentent la méme phase d’expression ( ). Ces résultats, variables en
fonction des études, peuvent s’expliquer par les différences dans la méthodologie utilisée pour
sélectionner les genes (amplitude minimale des oscillations, phase des pics...) (

). Ainsi, les oscillateurs périphériques ne sont pas a considérer dans leur ensemble
car la nature des genes exprimes rythmiquement et la phase de leur expression sont
fonction du tissu (voir figure 24). La transcription de certains génes est soumise a I’action de
I’horloge dans le foie mais pas dans les SCN ou inversement ( ). D’autres
encore sont non rythmiques dans le foie en conditions normales mais leur transcription est

r . . r . t
augmentée ou diminuée chez les souris de la souche Clock™

ce qui fait également d’eux, des
geénes controlés par I’horloge, méme s’ils ne présentent pas d’activité circadienne (

). Une autre preuve de cette différence de sensibilité des organes périphériques aux
SCN vient d’expériences de comparaison entre rats jeunes et agés. Les deux groupes
présentent une expression rythmique de Perl de niveaux comparables dans les SCN mais
aussi dans le foie, les reins et la pinéale mais pas dans les poumons ou I’expression de Perl
est arythmique chez les sujets agés. De plus, les décalages de phase entre les pics d’ARNm de
Perl dans les SCN et dans les organes périphériques sont identiques chez les rats jeunes et
agés pour le foie et la cornée mais ceux-ci sont fortement perturbés dans les PVN, la pinéale
et les reins ( ). Ces résultats démontrent que, au moins
face a 1’age, le couplage et/ou la synchronisation des cellules d’'un méme organe varie

(poumon) et que le couplage des organes entre-eux est également affecté prouvant ainsi que

les organes périphériques ne peuvent étre considérés comme équivalents.

Les variations d’expression des geénes horloges dans les SCN étant synchronisées a 24h
précises par le cycle LD, plusieurs études effectuées notamment sur des cultures de
fibroblastes de rat, ont tent¢ de montrer quels sont les facteurs synchronisant des boucles
moléculaires en périphérie. L’application d’un glucocorticoide de synthése, le

dexaméthasone, a pour effet d’induire I’expression de Perl mais pas celle de Per2

87



;\3 &0 50
E a0 Liver Fibroilasis
8
M .
¥
=, 4 7
& w{¥ X v 7
s 2.2 % 7 4 .,
g sy .
Z 40 Hzart 40 SCH
8 m an
k]
.S a0 20
g 10 - 0
o || | o
[ ] B 10 14 1B ap e IR

T .

Time of peak axprassion

Tirma of peak axpraasian
|eircadian fima, b

|eircadian tima, h)

Figure 24 : Représentation des phases d’expression des genes contrdlés par I’horloge dans
différents organes périphériques (d’apres Duffield, 2003).

Histogrammes des phases d’expression des geénes controlés par I’horloge (ccgs sur le
graphique) sur 24 heures et en pourcentage des ccgs dans le foie, le cceur, les SCN de la souris
et les fibroblastes de Rat-1. Les périodes circadiennes de jour et de nuit sont indiquées par des
barres grises et noires, respectivement.
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( ). De plus, cette induction étant observable quelque soit ’heure de
I’application, il semble que les fibroblastes sont sensibles tout au long des 24h aux
glucocorticoides, en terme d’expression de Perl. Concernant Rev-erba et Dbp, dont
I’expression n’est pas directement induite dans les fibroblastes de rat par le dexaméthasone,
une PRC a pu étre établie ( et voir figure 25). Celle-ci est différente de
celle de ’activité locomotrice suite a 1’application de créneaux lumineux chez cette espece
(voir paragraphe A.1.4.1.) car ici, il y a toujours apparition soit d’un retard soit d’une avance
de phase. Il est a noter que les glucocorticoides ont un effet inhibiteur sur I’expression de Rev-
erba chez ’homme, dans le foie ( ) contrairement donc aux fibroblastes de
rat ou il n’y a pas d’effet direct. Afin de prouver que cet effet des glucocorticoides sur
I’expression de Perl est direct, Balsalobre et coll. (2000) ont étudié les effets de 1’injection de
glucocorticoides chez les souris GRATCre présentant une inhibition spécifique aux hépatocytes,
du géne codant le récepteur des glucocorticoides ( ). Suite a cette
injection, 1’activation de Perl est toujours présente dans le cceur, les reins mais abolie dans le
foie des souris mutantes. Les glucocorticoides forment donc une voie d’entrée de régulation
des boucles moléculaires des oscillateurs périphériques. Mais étant donné que chez les souris
GRAMCT Jes oscillations de I’expression des geénes horloges persistent dans le foie (

) ils ne semblent pas étre nécessaires aux oscillations. Ainsi, a I’inverse des SCN,
la phase d’expression des oscillateurs périphériques pourrait étre modifiée tout au long
des 24h.

En cultures de fibroblastes, 1’application de glucose, un choc au sérum ou encore le
renouvellement de milieu de culture permet également d’induire 1’expression des genes
horloges (
). Un choc au sérum permet une induction rapide et transitoire de Perl et la
cinétique est identique a celle obtenue a la suite de 1’application de forskoline (
). Comme la phosphorylation de CREB est également augmentée rapidement
par ces deux traitements, il est probable que 1’augmentation des ARNm de Perl soit due a P-
CREB. En revanche, pour Per2 dont I’expression est induite transitoirement par un choc au
sérum, I’application de forskoline est sans effet, ce qui montre que d’autres mécanismes

doivent entrer en jeu.
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Figure 25 : Le dexameéthasone induit des décalages de phase des pics d’expression des genes
Rev-erba et Dbp.

A. Les niveaux d’ARNm sont mesurés par Northern blot aprés injections (inj.) de solvant ou
de dexaméthasone (dex) a ZT1,5,14 et 21. B. Courbe de réponse de phase obtenue par
injection de dexaméthasone. Avances et retards de phase (en heures) d’apparition des pics des
ARNm de Dbp (cercles blancs) et de Rev-erba (cercles noirs) en fonction de 1’heure
d’injection de dexaméthasone (indiquée en ZT sur les barres blanches et noires représentant
les périodes de jour et de nuit, respectivement).
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Un renouvellement du milieu de culture permet d’induire une inhibition rapide et
transitoire des niveaux d’ARNm de Perl, Per2, Bmall et de Dbp. Parmi les différents
composants du milieu de culture, il apparait que seul le glucose ou ses dérivés semblent
produire cette diminution. De plus, cet effet du glucose n’est pas direct car I’application de
cycloheximide (CHX) I’inhibe. Afin de caractériser le facteur médiant I’effet du glucose,
Hirota et coll. (2002) ont recherché par microarray quels sont les génes dont 1’expression est
directement augmentée par I’application de glucose, méme en présence de CHX. Ils ont isolé
deux candidats potentiels, le Tiegl ("Transforming growth factor B-inducible early gene 1"),
un répresseur transcriptionnel et le Vdupl ("Vitamin D3 up-regulated protein"), un régulateur
de la transcription. TIEG1 permet d’inhiber la transcription en se fixant sur le motif SP1
( ). Comme Perl et Bmall présentent un tel motif dans leur promoteur
( ), il est possible que leur inhibition soit due au moins en
partie a TIEGI. La transcription des geénes horloges par CLOCK/BMALL est soumise a
I’influence du complexe CBP/p300 (voir paragraphe A.1.3.2.1.) dont ’activité est en partie
régulée par la thioredoxine ( ). Or, VDUPI peut inhiber la thioredoxine
( ) ce qui permettrait une diminution de la transcription des geénes sous
contréle de CLOCK/BMALL, dont Perl, Per2 et Dbp.
Ainsi, les boucles moléculaires ont plusieurs voies d’entrée : au niveau des SCN, la voie
principale est I’indication d’éclairement du monde extérieur via la rétine et au niveau des
horloges périphériques, une interaction entre substances circulantes (glucocorticoides,
glucose...) et le systtme nerveux forme la voie de synchronisation de ces horloges.
Cependant, méme au niveau cellulaire, certains facteurs semblent intervenir dans les
mécanismes moléculaires de 1’horloge. (1) L’état d’oxydoréduction du NAD ("Nicotinamide
adenine dinucléotide") influe sur la capacité¢ des diméres CLOCK/BMALI a se fixer sur les
promoteurs. L’état réduit (NADH) active cette fixation tandis que 1’état oxydé 1’inhibe (

). (2) Une diminution de 1’oxygénation induit I’activation du facteur HIF-1

("Hypoxia-inducible factor-1") qui intervient dans la régulation de I’homéostasie de

I’oxygene (pour revue, ). Or, une hypoxie induit une augmentation
des niveaux protéiques de PER1 et de CLOCK ( ). Comme HIF-1 peut se
dimériser avec PERI1 ( ) et avec BMALI ( ), ’horloge

interviendrait également dans la régulation des effets dis a HIF-1. In vitro, HIF-1/BMALI1
peut activer la transcription, en se fixant sur la séquence promotrice 5’-TACGTGA-3’. La
transcription de Rora est quant a elle augmentée par HIF-1 (

). Il est ainsi probable que celle de Bmall le soit également, en réponse a 1’augmentation
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supposée de RORa. Ainsi, bien que ces précédents exemples manquent encore de
confirmation, il semble trés probable que les boucles moléculaires des genes horloges
interviennent dans de nombreux (I’ensemble ?) des processus cellulaires et qu’elles soient
elles-mémes sensibles a toutes modifications afin de pouvoir réagir rapidement pour réguler
I’homéostasie cellulaire. Ainsi, le role des boucles moléculaires ne serait pas uniquement de
controler ’activité cellulaire mais aussi de réagir rapidement a tout type de stress, cellulaire
comme physiologique pour réguler finement I’homéostasie des cellules, d’un organe et donc

de I’organisme.

1.5.2. Un chef d’orchestre ?

Dans les premicres études de la présence d’expression rythmique des génes horloges en
périphérie, en particulier dans les cultures de fibroblastes, ces oscillations s’amortissent en
quelques jours ( ) alors que
pour les cultures de SCN, les oscillations persistent durablement (

). On peut alors supposer qu’en périphérie,
les boucles moléculaires forment un "oscillateur moléculaire" entrainable par différents
facteurs mais ne pouvant pas s’auto-entretenir a long terme contrairement a une "horloge
moléculaire". Cette hypothése est confirmée par 1’abolition (apparente) des rythmes
d’expression des geénes horloges en périphérie, a la suite de la 1ésion des SCN (

). Cependant, des études plus récentes (

) ont montré que méme en périphérie, la rythmicité persiste. Une
explication de la divergence de résultats réside dans la méthode utilisée. Plusieurs études sont
effectuées chez des souris transgéniques avec le promoteur de Perl couplé a un gene
rapporteur. Or, la taille de la fraction du promoteur utilisé, pourrait en partie expliquer les
amortissements dans la mesure ou la partie responsable de la rythmicité n’est pas présente en
totalité. Par comparaison, des résultats également divergents ont été rapportés pour les SCN,
suivant que les auteurs ont utilis¢ une fraction du promoteur de Perl de 3kb (

) ou de 7.2kb ( ). Une seconde hypothése a été récemment
formulée pour expliquer I’amortissement du rythme d’expression des geénes horloges dans les
organes périphériques isolés : les cellules de ces organes conservent une activité rythmique
mais, contrairement a celles des SCN, se désynchronisent entre elles. Ainsi, I’application de

sérum sur des cultures de fibroblastes, par exemple, permettrait soit d’induire la rythmicité
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Figure 26 : Modéles hypothétiques de I’expression circadienne des genes apres un choc au
sérum (d’apres Balsalobre et al., 1998).

Les mécanismes proposés montrent, en réponse a I’application de sérum, soit une induction de
la rythmicité (en haut, modéle induction), soit une synchronisation des rythmes préexistants
(en bas, modele synchronisation). Une cellule est représentée par les lignes noires et le tissu
entier par la ligne pointillée.
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(présence d’un oscillateur moléculaire) soit de (re-)synchroniser les cellules entre elles
(présence d’horloges moléculaires). Ces deux modeles sont représentés figure 26. Des
enregistrements d’une résolution cellulaire ont permis de mettre en évidence que méme dans
les cellules des organes périphériques 1’expression des geénes horloges est rythmique de
manicre endogeéne mais que ces cellules se désynchronisent en culture et sont resynchronisées
par différents facteurs (

). On peut en déduire que les cellules d’un organe périphérique sont synchronisées in
vivo par les SCN, via les variations rythmiques de taux circulants de glucose (

), de glucocorticoides et peut-€tre aussi par d’autres facteurs. In
vitro, plusieurs autres facteurs ont été décrits, notamment un produit de la dégradation de la
prostaglandine D2 (le 15d-PGJ2, "15-deoxy-Deltal2,14-prostaglandin J2") qui contrairement
aux autres facteurs, n’agirait pas sur I’expression de Perl mais sur celles de Cryl et Cry2
dans les fibroblastes de souris ( ). Cependant, les taux circulants de 15d-
PGIJ2 in vivo sont trés faibles et leur présence rythmique reste a étre démontrée. En paralléle,
les taux de prostaglandine D2 sont rythmiques dans le fluide céphalorachidien chez le rat
( )-

Ainsi, les cellules périphériques comme les cellules des SCN, portent le caractére rythmique
de manicére endogeéne. On peut se demander quel role reste-il aux SCN si ce n’est celui
d’induire la rythmicité a I’ensemble de I’organisme ? Chez les animaux aux SCN Iésés, les

pics d’ARNm entre les cellules d’un méme organe (figure 27, en bas) n’interviennent plus au

méme moment et ne sont donc plus en phase, et les relations de phase entre les différents

organes (figure 27, en haut) sont modifiées. Le role des SCN serait donc de synchroniser (1)

les cellules d’un méme organe et (2) les différents organes entre eux afin que toute la
physiologie tissulaire et de 1’organisme entier soit en phase non seulement en fonction des

besoins mais aussi avec le monde extérieur.

En comparaison de la définition d’horloge donnée au paragraphe A.1.1., les SCN formeraient
ainsi I’horloge principale de 1’organisme : synchronisable directement par le monde extérieur,
génératrice de facon auto-entretenue d’une rythmicité tissulaire et conductrice de ces
informations a I’ensemble de 1’organisme. Chaque organe périphérique formerait quant a lui
une horloge secondaire : synchronisable par voie nerveuse et/ou différents facteurs circulants,
sous le contrdle de I’horloge principale, génératrice de fagcon auto-entretenue d’une rythmicité

cellulaire et conductrice de ces informations aux fonctions propres de chaque organe
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Figure 27 : Relations de phase mesurées par la bioluminescence de PER2::LUC entre
différents tissus et entre différentes cellules d’un méme tissu (d’apres Yoo et al., 2004).

En haut : Représentation de la phase des rythmes de PER2::LUC de différents tissus de
souris placées en LD, en DD ou ayant subi une 1ésion des SCN. Chaque animal est représenté
par une couleur spécifique, et les valeurs des différents tissus d’un méme animal sont
connectées entre elles. Pour le groupe avec les SCN lésés, les cercles représentent 12 et 16
jours en DD et les carrés, 32 jours en DD. En bas : Représentation de la bioluminescence
mesurée dans la tige pituitaire et les poumons de souris placées en LD, en DD ou apres 1ésion
des SCN. Chaque couleur représente les valeurs obtenues pour un animal.
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périphérique. Ainsi, les organes périphériques présentent des horloges moléculaires, mais

seuls les SCN forment une horloge tissulaire et jouent donc un réle de "chef d’orchestre".

1.5.3. Exemple d’une relation horloge moléculaire-fonction.

Les génes horloges exprimés dans la majorité des tissus, auraient donc pour role de contrdler
la/les fonction(s) du tissu, de I’organe. Au niveau de I’horloge principale, ils permettent de
coordonner les horloges périphériques afin que celles-ci présentent des fonctionnements avec
des relations de phases stables entre elles. Leur role au niveau des horloges périphériques
n’est pas encore bien connu et, de plus, parait étre tissu spécifique. En effet, non seulement le
contrle moléculaire de 1’expression des génes horloges est différent entre 1’horloge
principale que sont les SCN, et I’'une des horloges périphériques qu’est le foie, mais ce
contrdle semble également différer entre deux horloges périphériques (voir paragraphes
A.1.2.7. et A.1.5.1.). Ainsi, la caractérisation de 1’action des génes horloges en périphérie ne
peut se faire qu’au cas par cas, en ne considérant qu'un organe a la fois. Comme le foie est
I’organe le plus étudi¢ en terme de fonctionnement circadien, nous présenterons ici
I’implication des geénes horloges dans le controle de 1’une des étapes du métabolisme des

lipides.

1.5.3.1. Peroxisome Proliferator-activated Receptor a.

Dans le contréle du métabolisme des lipides, PPARa ("Peroxisome proliferator-activated
receptor a'") intervient dans la régulation des quantités de lipides circulants. Son mode
d’action et le contrdle de sa transcription sont présentés ici.
PPARa dimérisé avec RXRa ("Retinoid X receptor ") active la transcription de ses genes
cibles en se fixant sur leur promoteur via les séquences PPREs ("Peroxisome proliferator-
activated receptor response element"). Les PPREs sont composées d’une séquence
hexamérique formée de 5°-(A/G)G(G/T)NCA-3’ avec N, un nucléotide, précédée d’une
région riche en A/T et répétée par une seconde séquence identique a un (A/T DRI, "Direct
Reapeat") ou a deux (A/T DR2) nucléotides (voir figure 28A,

). Physiologiquement, la transcription de Ppara peut étre augmentée par des taux
d’acides gras circulants €levés et en retour, les dimeres PPARa/RXRa contrdlent leurs cibles,
dont les génes ApoAl ("Apolipoprotéine Al") et ApoClIl, pour diminuer les concentrations en

lipides sériques ( , et pour revue, ).
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Figure 28 : Représentation schématique du mode d’action et des régulations de PPAR.

A. Représentation des séquences reconnues par PPARa. Les parties soulignées correspondent
aux séquences répétées DR, n, nombre de bases. B. Contrdle de la transcription du geéne
ApoAl par PPARa et REV-ERBa chez I’homme et le rat, d’aprés Vu-Dac et al., 1998. C.
Synthése bibliographique des voies de controles de la transcription de Ppara et des geénes
controlés par PPARa. CIII B, "apoCIII Binding element".

(1) Oishi et al., 2005 ; (2) Canaple et al., 2006 ; (3) Steineger et al., 1994 ; (4) Lemberger et al., 1994, 1996 ; (5)

Bocher et al., 2002 ; (6) McNamara et al., 2001 ; (7) Wahli et al., 1995 ; Hertz et al., 1995 ; (8) Forman et al.,
1994 ; (9) Coste & Rodriguez, 2002 ; Raspé et al., 2001 ; (10) Gervois et al., 1999 ; (11) Inoue et al., 2005.
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L’application de diverses drogues sur des cultures cellulaires d’adipocytes est utilisée dans le
but de mettre en évidence le role du complexe PPARa/RXRa sur ses cibles. Les drogues de
la famille des fibrates permettent une activation de la transcription de Pparea (
) et une diminution de celle des génes ApoAl et ApoClII chez le rat et la souris (

). Le complexe PPARo/RXRa n’agirait pas via la séquence
(A/T)DRI présente sur le promoteur d’ApoClIl mais entrerait en compétition avec un facteur
de transcription activateur, le HNF-4 ( ). Pour ApoAl,
bien que les promoteurs du rat et de ’homme présentent tous les deux un site (A/T)DR2 et un
site (A/T)DRI1, l’effet de PPARa/RXRa est opposé. Chez I’homme, il en résulte une
activation de la transcription. Chez le rat, ces séquences sont naturellement mutées, le dimere

PPARa/RXRa ne peut donc s’y fixer et, de plus, ce dimére permet une inhibition indirecte de

la transcription d’ApoAl (voir figure 28B, ). Les geénes ApoAl et ApoClllI
intervenant dans la régulation de la quantité de lipides circulants ( ),

il en résulte une diminution de la concentration de triglycérides sériques suite a 1’activation du
géne Ppara par les fibrates. Ces résultats sont confirmés in vivo chez le rat Pparo’”
présentant des taux ¢élevés d’ARNm de [D’ApoClll dans le foie ainsi qu’une
hypertriglycéridémie ( ) sans que cette mutation ait des

effets sur une autre fonction régulée par I’horloge principale, ’activité locomotrice (

).

1.5.3.2. Genes horloges et PPARa.

Plusieurs preuves indirectes du contrdle du métabolisme des lipides par les génes horloges se
sont accumulées au cours de ces cinq dernieres années. D’une part, chez ’homme, la présence
d’une perturbation du métabolisme des lipides est accrue par un travail posté (

). Or, les périodes d’éclairement sur 24h de ces travailleurs varient au fil des jours et
nous avons vu précédemment qu’une avance ou un retard de phase de ’arrivée de la lumiére
demande aux genes horloges plusieurs jours pour avoir une expression de nouveau en phase
avec l’environnement. Ainsi, des désordres du fonctionnement des SCN semblent
incontournables et provoqueraient donc une dérégulation des signaux efférents provoquant a
leur tour des désordres du fonctionnement des horloges périphériques. D’autres part, par
microarray, plusieurs équipes ont mis en évidence le fait que dans le foie, de nombreux génes
présentent une expression rythmique laissant sous-entendre que tous ces genes sont au moins

en partie sous le contrdle direct/indirect des genes horloges (
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). Les genes horloges semblent donc impliqués dans le contrdle du
métabolisme des lipides.

Les souris Clock™

présentent par exemple une hyperlipidémie et ne présentent plus, comme
celles de la souche Bmall™, de variations cycliques des triglycérides circulants (
). De plus, de nombreux geénes intervenant dans le métabolisme des

lipides, sont surexprimés ou a I’inverse sousexprimés, dans le foie des souris Clock™"

par
rapport aux souris de type sauvage ( ). CLOCK et
BMALI1 permettent une augmentation de la transcription de Ppara (

) et il a été montré, dans des adipocytes, que BMAL1 permet de stimuler
la synthése des lipides ( ). REV-ERBa peut inhiber la transcription
d’ApoClIl en entrant en compétition avec ROR« qui ’active, via la séquence RORE (

). ROR ¢, contrairement a REV-
ERBa, peut également agir sur la séquence (A/T)DRI1 de ce méme promoteur (

). Ces résultats sont confirmés par des taux d’ARNm d’ApoClll et de
triglycérides circulants faibles chez les souris straggerer (présentant une mutation naturelle
inactivant ROR@) et a I’inverse, des taux anormalement ¢élevés d’ARNm d’ApoClIl apres
surexpression de ROR«a dans des cultures d’hépatocytes ( ). Le promoteur
d’ApoAl présente également une séquence RORE ce qui permet d’expliquer 1’effet inhibiteur
chez le rat des fibrates sur la transcription d’ApoAl, cette séquence étant présente mais
inactive chez ’homme ( ). L’inactivation de Perl en culture d’adipocytes
induit une désorganisation du métabolisme des lipides ( ). Ainsi, les génes
horloges permettraient de controler ou du moins de moduler le métabolisme des lipides via
leur action sur Ppare, représenté figure 28C . En retour, ce géne semble impliqué dans le
controle des genes horloges car chez les mutants Ppara’, les expressions de Bmall et de
Per3 ne sont pas modifiées dans les SCN mais sont affectées dans le foie en terme de
diminution ou d’augmentation d’amplitude respectivement. Et, comme le promoteur de
Bmall présente une séquence (A/T)DR2 cela pourrait expliquer cette diminution d’amplitude
observée ( ). Rev-erba posséde également une séquence (A/T)DR2 dans
son promoteur ce qui permet son autoinhibition mais aussi son activation par ROR« (voir
chapitre A.1.3.2.) et par PPARa/RXRa ( ). Cependant, bien que les
protéines ROR¢a, PPAR« et REV-ERB« soient trés similaires, permettant a chacune d’entre
elles de se fixer sur des séquences PPREs, il n’y a pas de généralisation possible c’est a dire

que les génes possédant des PPREs ne sont pas tous sous le controle de ces trois protéines
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( ). Enfin, RXRa, le partenaire de PPARa, peut se
dimériser avec CLOCK via leurs extrémités C-ter et indépendamment de la présence de
BMALIL. Des triméres RXRo/CLOCK/BMALI peuvent se former, et il en résulte une
diminution de la transactivation par CLOCK/BMAL1 via les E-Box ( ).
A D'inverse, les diméres PPARa/RXRa et CLOCK/BMALL pourraient agir en synergie sur la
séquence (A/T)DR2 de certains génes et ainsi augmenter leur transcription, ce qui semble étre
le cas du géne Crbpll ("Cellular retinol binging protein II") ( ).
Précédemment, nous avons vu que les horloges périphériques peuvent étre synchronisées par
des facteurs circulants, eux-mémes régulés par les SCN. Le gene Ppara pourrait également
étre une voie d’entrée de la régulation des boucles moléculaires au sein du foie. D’une part,
son expression est augmentée en cultures d’hépatocytes de rat par D’application de
glucocorticoides mais elle est diminuée par la présence d’insuline (

). L’application d’un stress par immobilisation provoquant un pic
de glucocorticoides, permet également 1’induction de la transcription de Ppara de fagon tissu
spécifique dans le foie, et la présence d’un inhibiteur des glucocorticoides bloque cette
induction ( ). Ainsi, I’orchestration temporelle du métabolisme des
lipides permettrait une optimisation de I’utilisation des nutriments absorbés entre voies
d’utilisation ou de stockage des acides gras en fonction du cycle LD. En revanche, d’une part
de nombreux autres facteurs sont également a prendre en compte comme par exemple la
protéine RAR ("Retinoic acid receptor") pouvant se dimériser a la fois avec RXR et avec
CLOCK et qui pourrait ainsi contrdler ’activité des ces deux protéines (

). La présence d’isoformes de PPARa ( ) activables par d’autres
substances ( ) pourraient également prendre part au controle des genes
horloges dans le foie. Et, d’autre part, certains points seront a clarifier : si la transcription de
Rev-erba est sous le controle de PPARa, son expression devrait étre diminuée dans le foie

des souris Ppara‘/ ", ce qui ne semble pas étre le cas ( ).
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2. Le systeme saisonnier.

2.1. INTERET DU SYSTEME SAISONNIER.

L’existence d’une physiologie saisonni¢re permet la survie de 1’espéce dans un
environnement variable. C’est ainsi qu’en hiver, il y a réduction a la fois de la disponibilité
alimentaire et de la température environnante, 1’animal doit donc étre capable de s’adapter a
ces importants changements de son environnement. Et pour cela, les adaptations de 1’animal
doivent anticiper les variations climatiques et biotiques. En effet, de nombreux animaux
doivent faire leur stock de graisse avant I’hiver et les oiseaux migrateurs doivent effectuer
leur voyage pendant que les conditions climatiques le leur permettent. Avec la méme finalité,
la naissance des petits doit se dérouler pendant la période de I’année la plus favorable, c’est a
dire, dans la majorité des cas, au printemps. Pour se repérer dans le temps annuel, la plupart
des animaux saisonniers utilisent les variations de la durée d’éclairement sur 24 heures ou la
photopériode. Cependant, certaines especes saisonnieéres ne sont pas influencées par les
variations de la photopériode, c’est le cas du Calomys laucha (un rongeur sud américain
vivant dans des terriers dans des dunes de sable ou la température moyenne est de 5°C en
hiver et de 29°C en été, avec une variation annuelle de la photopériode de 4h) dont les
changements de couleur de pelage sont indépendants de la photopériode présente et du passé
photopériodique ( ) ou comme certains rongeurs subtropicaux vivants
dans des biotopes dont le rythme de la saison des pluies (donc de la disponibilité alimentaire)
est le synchroniseur annuel le plus important. Concernant les rythmes de reproduction chez
les animaux sensibles a la photopériode, on distingue, en fonction de la durée du
développement embryonnaire, les animaux de jours longs se reproduisant lorsque la durée
du jour augmente et dont la durée de gestation est courte, et les animaux de jours courts se
reproduisant lorsque la durée du jour diminue et dont la durée de développement
embryonnaire est longue ; ce qui permet d’avoir dans tous les cas un maximum de naissances
au printemps. Au sein de I’organisme, une hormone joue un réle important pour le contrdle
des physiologies saisonni¢res dont celle de la reproduction ou du pelage, il s’agit de la
mélatonine libérée par la glande pinéale. En effet, la durée de sa libération qui est nocturne,
varie au cours des saisons. C’est ainsi qu’une pinéalectomie chez le hamster syrien, inhibe
I’apparition d’une physiologie de type hiver... L’une des cibles majeures de la mélatonine

chez de nombreuses especes est la Pars tuberalis de I’adénohypophyse qui intervient dans le
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contrdle de la libération de prolactine par la Pars distalis permettant les adaptations annuelles
de la qualit¢ du pelage des animaux. Dans cette partie, nous verrons alors comment la
photopériode permet ces adaptations saisonniéres tant au niveau physiologique que
moléculaire, et aussi le role particulier de la mélatonine pinéalienne et celui de la Pars
tuberalis dans le contrdle saisonnier de la libération de prolactine. Enfin, un dernier chapitre

concernera la mise en évidence chez certaines especes d’une "horloge saisonni¢re endogeéne".

2.2. ROLE DE LA PHOTOPERIODE.

2.2.1. Laphysiologie au cours des saisons.

Le cycle annuel de la reproduction a €té mis en évidence chez des espeéces de jours courts
(mouton) et chez des espeéces de jours longs (comme les hamsters sibérien, syrien et
d’Europe). L’un des moyens de se rendre compte de I’évolution de la physiologie
reproductive, est de suivre chez les males le décours temporel de la taille (ou de la masse) des
gonades. Sur la figure 29 (d’aprés ), on remarque que chez le hamster syrien
maintenu en conditions naturelles, la taille des testicules varie en fonction des saisons. De
plus, I’activité sexuelle (la capacité a se reproduire) est fonction de cette taille. En fonction
des saisons, le hamster syrien présente donc des périodes d’activité sexuelle, d’inhibition de
I’activité sexuelle, de repos sexuel, et de restauration de cette activité. L’influence de la

photopériode sur ces différents états physiologiques sera abordée dans cette partie.

2.2.1.1. Photopériode critique.

Dans le cas du hamster syrien, animal de "jours longs", les animaux sont sexuellement actifs
en photopériode longue (LP). A partir d’un certain seuil, une diminution de la durée de
photopériode aura comme effet de rendre les animaux sexuellement inactifs en quelques
semaines. Ce seuil a permis de définir la "photopériode critique" en dessous de laquelle les
hamsters syriens sont inactifs et au-dessus de laquelle ils sont sexuellement actifs. Dans le cas
du hamster syrien, la photopériode critique est de 12h30 et elle est de 15h30 chez le hamster
d’Europe ( ). Dans le cas du hamster sibérien, ce n’est pas
tant la durée d’éclairement absolue qui est importante mais plutot sa différence par rapport a
la photopériode précédente (

). Placés en LD14:10 ces animaux pourront donc

102



Activité . Phase .~ Phasede . Restauration Phase
sexuelle =1 i d'inhibition | repos sexuel : spontannée d’activité |—

Période

d"hyperactivile

Début de la phase
photoréfractaire

Equinoxe Solstice Equinoxe de Solstice
d’automne d’hiver printemps d'été
I I I I I I I I [ 1 I T
J A S 0] N D J f M A M J J

me () 0000 (

Figure 29 : Cycle annuel de la fonction de reproduction chez le hamster doré maintenu en
condition naturelle (d’aprés Reiter, 1980).

L’activité sexuelle varie au cours des saisons et en fonction de la taille des testicules chez les
hamsters syriens males. La diminution de photopériode en automne entraine une diminution
de la taille des testicules et ainsi de 1’activité sexuelle. S’en suit en hiver une période de repos
sexuel. Au printemps, les animaux présentent une recrudescence endogene de la taille des
testicules permettant une restauration spontanée de I’activité sexuelle. Au printemps et en été,
les animaux sont sexuellement actifs.
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présenter une augmentation ou une réduction de leur activité sexuelle suivant que cette
photopériode a été précédée d’une photopériode plus courte ou d’une plus longue. Lors de la
gestation chez cette espece, la photopériode est également importante. En effet, si les petits
sont placés en LD14:10 dés leur naissance, le développement testiculaire s’effectuera plus
rapidement si les méres avaient été placées en LD10:14 quand elles étaient gestantes que si
elles avaient été placées LD16:8 ( ). Le mouton, animal de "jours
courts" présente également une sensibilit¢ a la photopériode en terme d’activité sexuelle.
Mais, dans ce cas, pour des photopériodes supérieures a sa photopériode critique, le mouton
devient inactif sexuellement.

L’activité sexuelle n’est qu’un indicateur de la photopériode critique mais de nombreuses
autres adaptations, physiologiques et comportementales, dépendent de cette photopériode. Par
exemples, la qualité du pelage, I’hibernation, le nombre de lymphocytes chez le hamster
sibérien ( ) et I’activité locomotrice chez le

hamster syrien ( ) sont ¢galement dépendants de la photopériode.

2.2.1.2. Photopériode réfractaire.

Les hamsters syriens maintenus en LP sont donc actifs sexuellement alors qu’en photopériode
courte (SP), ils sont inactifs. En prolongeant la LP pendant plusieurs mois, les animaux restent
toujours actifs tandis qu’en prolongeant la SP pendant plusieurs mois, les animaux
redeviennent actifs sexuellement. Ainsi, méme si la photopériode est toujours de type SP, la
physiologie des animaux redevient de type LP. Les animaux sont donc insensibles a la
photopériode ambiante, on parle de "période photoréfractaire". Et, pour que les animaux
redeviennent sensibles a la SP, ils doivent obligatoirement étre placés en LP pendant un
certain temps. Dans le cas du hamster syrien, I’état physiologique photoréfractaire est obtenu
aprés environ 23-25 semaines en SP (voir figure 29). Dans le cas du mouton, une exposition
longue a la LP permet dans un premier temps une décroissance testiculaire mais, en
prolongeant la LP pendant plusieurs mois, les animaux redeviennent actif sexuellement (pour
revue, ). Le hamster syrien et le mouton présentent des états réfractaires
et, afin de les distinguer, nous parlerons de photopériode courte réfractaire ("SP-R") dans le
cas du hamster syrien et de photopériode longue réfractaire ("LP-R") dans le cas du mouton.

L’état réfractaire présente un intérét physiologique important notamment en ce qui concerne
la survie des especes. Sur la figure 29, on peut remarquer que cet état apparait bien avant

d’avoir une photopériode supérieure a la photopériode critique du hamster syrien. Cette
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reprise spontanée de 1’activité sexuelle permet aux animaux d’étre actifs sexuellement des le
début de printemps, maximisant ainsi la durée de période de reproduction. Ceci permettant la
naissance des petits a la période la plus favorable de I’année (fin de printemps/début d’été).
Les mécanismes cellulaires et moléculaires associés a cet état particulier qu’est la période

photoréfractaire, seront abordés dans un chapitre suivant (A.2.5.).

2.2.2. Des modeles pour expliquer la mesure du temps.

Les animaux arrivent donc en quelques sorte a mesurer le temps extérieur, a lire la
photopériode... Deux principaux modeles ont été proposés pour expliquer ce phénomeéne. Le
premier, dit de "coincidence externe", postule la présence d’une période de photosensibilité de
I’organisme qui permettrait de déclencher les réponses physiologiques en fonction de la
présence ou de 1’absence d’éclairement pendant cette période. Le second, de "coincidence
interne", prévoit la présence de deux oscillateurs endogenes et les variations des relations de
phase entre eux au cours des saisons, détermineraient les conséquences physiologiques. Une

schématisation de ces deux modéles est donnée figure 30 (d’aprés

).

2.2.2.1. Le modele de coincidence externe.

Ce modele repose en partie, sur 1’existence d’un rythme journalier de photosensibilité des
animaux en terme d’état d’activité sexuelle. Nous avons vu par exemple qu’en LP les
hamsters syriens sont actifs sexuellement et que leur exposition a une SP provoque une
décroissance testiculaire. Dans ce modele, ce n’est pas la durée de photopériode qui est
importante en soi mais c’est le moment ou la lumiére est présente qui est déterminante. Ainsi,
si la lumiére est présente lorsque les animaux présentent leur période endogéne de sensibilité
a la lumiére (en LD16:8 sur la figure 30A), la croissance testiculaire ne sera pas inhibée. Si la
lumiére n’est, en revanche, pas présente en méme temps que s’exprime la période endogene
de sensibilité¢ a la lumiére (en LDS8:16 sur la figure 30A), les animaux présenteront une

décroissance testiculaire.
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Figure 30 : Deux modéles hypothétiques pour expliquer la mesure du temps photopériodique
(d’apres Boissin & Canguilhem, 1998).

Deux modéles sont proposés pour expliquer la mesure du temps photopériodique, c’est a dire
en fonction des durées d’éclairement sur 24 heures (représentées par des barres blanches et
noires pour les périodes de lumicre et d’obscurité, respectivement). A. Le modéle de
coincidence externe. (1) représentation du cycle circadien de la période de photosensibilitg,
cette période est différente de 24 heures ; (2) les cycles LD8:16 conférent une période égale a
24 heures et la lumicre n’atteint pas la phase de photosensibilité ; (3) les cycles LD16:8
conferent une période égale a 24 heures et la lumiére atteint la phase de photosensibilité. B.
Le modéle de coincidence interne. Les effets physiologiques sont produits lorsque deux
rythmes circadiens présentent entre eux des relations de phase particulieres. Le rythme
représenté en pointillé est entrainé par le cycle LD (1) et, quand la durée de 1’éclairement le
permet, sa phase entre en coincidence avec le cycle représenté en trait continu (2).
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2.2.2.2. Le modele de coincidence interne.

Ce second modele proposé¢ par Pittendrigh (1960, 1972) suppose I’existence de deux
oscillateurs circadiens, 'un du matin (M, "morning") et I’'un du soir (E, "evening") (voir
figure 30B). Ces oscillateurs seraient entrainés par la transition nuit/jour et jour/nuit,
respectivement. De ce fait, ni la durée de la nuit ni la durée du jour ne sont déterminantes,
mais ce sont les relations de phase entre les deux oscillateurs, variables au cours des saisons,
qui permettent I’adaptation des animaux. Ce modele a été établi notamment & partir de
I’observation de dédoublement de 1’activité locomotrice de hamsters syriens et de souris
(phénomeéne de "splitting", voir figure 31, ). Ces
animaux placés en LL, ne présentent plus un rythme d’activité locomotrice unimodal mais ce
rythme devient bimodal. Comme [I’activit¢ locomotrice est dirigée par les SCN, les
oscillateurs M et E feraient partie des SCN. Les enregistrements de deux pics d’activité
¢lectrique aux transitions jour/nuit et nuit/jour sur des tranches horizontales de SCN (

et paragraphe A.1.2.3.), confirment 1’existence de deux oscillateurs ce qui est en
faveur d’un tel mode¢le. Il apparait qu’au cours du phénomene de "splitting", I’expression des
genes horloges s’effectue en anti-phase non seulement entre diverses sous-régions d’un SCN
mais aussi globalement entre le SCN droit et le SCN gauche (

). Nous avons également vu précédemment (paragraphe

A.1.3.1.1.) que les mutants Per2'/’Cry2'/' sont rythmiques ( ) alors que les
simples mutants Per2” sont arythmiques. A partir de ces données, Daan et coll. (2001) ont
propos¢ un modele dans lequel le dimére PER2/CRY2 représenterait 1’'un des deux
oscillateurs. Chez les mutants Per2” cet oscillateur serait fortement perturbé et conduirait
ainsi a ’arythmie locomotrice. Et, chez les doubles mutants Per2'/‘Cry2'/', cet oscillateur
serait totalement absent et cette absence serait sans conséquence sur le rythme d’activité
locomotrice. Comme le pic d’expression de Perl se situe en début de jour (ZT2-4) et celui de
Per2 en fin de jour (ZT8-12), les auteurs ont proposé que 1’oscillateur du matin serait dirigé
par le dimeére PER1/CRY1 et celui du soir par PER2/CRY2. Ainsi, les phases des pics de
PERI1/CRY et de PER2/CRY?2 seraient rapprochées en hiver et éloignées en été, permettant
ainsi une physiologie adaptée.
Nos résultats des études de I’effet de la photopériode sur les SCN seront discutés en fonction

de ce modéle de coincidence interne.
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Figure 31 : Exemples d’actogrammes de deux hamsters syriens en cours de splitting.

Actogrammes en double-représentation de I’activité locomotrice de roue, chez deux hamsters
syriens, en cours de splitting. Dans les deux cas, les animaux présentent en début d’expérience
une activité rythmique unimodale. Au fil du temps passé en condition LL, ces animaux
présentent deux moments d’activité par jour. Dans le cas présenté a gauche, les deux
composantes de ces activités n’ont pas la méme période et, dans le cas présenté a droite, ces
deux composantes ont la méme période.

108



2.2.3. L’horloge principale au cours de saisons.

L’existence d’une physiologie saisonniére chez de nombreuses especes est connue et bien
décrite. En revanche, les structures anatomiques et les mécanismes impliqués dans ces
adaptations physiologiques sont restés mal connus, pendant longtemps. Depuis la mise en
¢vidence de I’horloge principale, dans les SCN, plusieurs équipes de recherche ont tenté de
déterminer si cette horloge circadienne pouvait également étre impliquée dans les
changements physiologiques saisonniers. Aussi, il a ét¢ mis en évidence chez le rat (

), le hamster syrien et le hamster d’Europe ( ) que I’induction
du c-fos est possible a la suite d’un créneau lumineux effectué de nuit (subjective ou non) et
cette induction intervient quelque soit I’heure d’application du créneau pendant la période
nocturne du nycthémeére. De ce fait, la durée de photosensibilité des SCN est différente en
fonction de la photopériode et directement proportionnelle a la durée de la nuit. De plus, chez
le hamster syrien, a la suite d’un transfert d’une photopériode longue (LD14:10) a une
photopériode courte (LD10:14), la durée de photosensibilité s’allonge et 25 jours sont
nécessaires pour coder la nouvelle photopériode en terme d’induction du c-fos (

). Ces premiers résultats mettent en évidence que les SCN semblent avoir un
fonctionnement dépendant de la photopériode. Avec D’apparition des génes horloges, de
nouvelles études ont permis de mettre en évidence que la durée des pics des ARNm des Perl
(chez le hamster syrien, le hamster sibérien le mouton et la souris,

) et des protéines PER1 et PER2 (chez le
hamster sibérien, ) varie en fonction de la photopériode.
Quant a la CALB et aux deux principaux neuropeptides des SCN, il a été montré qu’ils
présentent une diminution de leur expression en SP chez le rat (Avp : ), le
hamster sibérien (Avp et Vip: ) et le hamster syrien
(CALB: ) mais que 1’expression de la Somatostatine ne dépend pas de la

photopériode ( ).

L’activité électrique globale des SCN est également dépendante de la photopériode. Il est
d’ailleurs intéressant de noter qu’in vitro, la durée de la période d’activité électrique est
identique entre les SCN prélevés chez des animaux maintenus dans deux photopériodes
courtes (SP8:16 et SP12:12) mais elle est doublée si les animaux étaient en photopériode

longue (LP16:8) ( ). Ainsi, chez le hamster syrien, il est possible que les
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SCN présentent deux modes de réponses couplés aux photopériodes inférieures ou supérieures
a la photopériode critique. De plus, non seulement les neurones des SCN présentent des
décalages de phase des rythmes de décharge sur 24 heures (voir paragraphe A.1.2.3.) mais les
relations de phase entre neurones sont affectées par la photopériode chez le rat (

). Au niveau des SCN entiers, il en résulte que le pic global de décharge est plus long
avec une amplitude plus faible en LP qu’en SP. Ainsi, les communications entre cellules des
SCN pourraient intervenir dans I’intégration d’une nouvelle photopériode par les SCN.

Il existe peu de données portant sur I’expression des genes horloges en fonction des saisons,
contrairement aux données sur le fonctionnement circadien (voir chapitre A.1.3.), nous avons
donc caractérisé I’effet de la photopériode sur I’expression des génes horloges dans les SCN,

chez plusieurs espéces de rongeurs.

2.3. UNE HORMONE... DONNEUSE DE TEMPS.

La synthése nocturne de mélatonine par la glande pinéale est sous le contréle des SCN (voir
paragraphe A.1.2.7.1.). Ainsi, la mélatonine, dont ’enzyme limitante pour sa synthése est
I’AA-NAT avec un contrdle transcriptionnel chez les rongeurs et post-traductionnel chez le
mouton, permet de transmettre une information journaliére a I’organisme. De plus, le pic de
mélatonine présente des adaptations saisonnieres en terme notamment de durée. Ces
variations annuelles et proportionnelles a la durée de la nuit, permettent les adaptations
physiologiques, comme la reproduction, chez les animaux photopériodiques. En effet, des
hamsters (sibérien et syrien) maintenus en LP et pinéalectomisés, ne présentent pas la
régression testiculaire normalement attendue apres transfert des animaux en SP. Ici, nous nous
intéresserons au contrdle photopériodique de la synthése de mélatonine, a la caractérisation et

a la localisation de ses récepteurs et aux effets circadiens et saisonniers qu’elle provoque.

2.3.1. Syntheése de la mélatonine et variations circadiennes & saisonnieres.

La voie de synthése de mélatonine est représentée sur la figure 32. En terme journalier chez
les rongeurs, seul le géne Aa-nat présente une activité transcriptionnelle dépendante du temps
permettant le rythme de synthése de mélatonine. Une fois synthétisée, cette dernicre est
directement libérée dans la circulation ou sa demi-vie est courte (environ 20 min). Ce rythme
de synthese est endogene et persiste donc en conditions constantes du moment que I’intégrité

des SCN est préservée ( ) et, une exposition nocturne des animaux a la
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lumiére entraine une inhibition de sa synthése/libération. La libération de mélatonine a lieu
non seulement dans la circulation sanguine mais aussi dans le fluide céphalorachidien ou,

chez le mouton, les plus fortes concentrations de mélatonine sont trouvées (

).

Tryptophane

Tryptophane hydroxylase

5-Hydroxytryptophane (5-HTP)

5-HTP décarboxylase

Sérotonine

/\/ AA-NAT

N-Acétylsérotonine

HIOMT

Mélatonine

Figure 32 : Synthése de la mélatonine.

La mélatonine est synthétisée a partir du tryptophane. Chez les rongeurs, 1’enzyme limitante
de cette synthése est I’AA-NAT présentant un rythme circadien de ses transcrits. Une seconde
enzyme, I’HIOMT, n’ayant pas d’activité rythmique sur 24 h peut étre impliquée en fonction
des especes, dans le controle saisonnier de la synthése de mélatonine. AA-NAT : Aryl-
acrylamine N-acétyl transferase; HIOMT : Hydroxy-indole-O-méthyl-transferase.
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Au cours des saisons, la durée de la nuit varie, elle est associée a une variation similaire de la
durée du pic de mélatonine, et de son amplitude chez certaines espéces. Le contrdle saisonnier
de la syntheése de mélatonine s’effectue par un contrdle direct de la durée d’expression de
I’Aa-nat pour ce qui est de la durée du pic de mélatonine, et de I’activit¢ de ’'HIOMT
("Hydroxy-indole-O-méthyl-transferase") pour ce qui est de son amplitude (

, €t pour revue, ).

2.3.2. La mélatonine et ses récepteurs.

2.3.2.1. Cibles de la mélatonine.

Avant méme d’avoir réussi a caractériser la nature des récepteurs de la mélatonine, de
nombreuses équipes ont cherché a mettre en évidence leur présence. Dans ces études, les
auteurs ont réalisé des autoradiographies avec de la mélatonine marquée a I’iode 125 ou de la
2-iodo-mélatonine ( ) ce qui permettait ensuite, par autoradiographie de
mettre en évidence les sites de fixation de la mélatonine (pour revues,

). Par ces méthodes, plus d’une centaine de structures cérébrales a
pu étre détectée chez les mammiféres mais avec une importante variabilité pour la localisation
et le nombre de structures marquées entre espéces, pour la densit¢ du marquage entre
différentes structures chez une méme espece et entre différentes espéces pour une méme
structure. Au total, seuls les SCN et la Pars tuberalis apparaissent marqués de fagon
conservée entre les différentes especes étudiées... Quelle est 1’origine de cette grande
variabilité¢ de marquage ? Outre le fait des différences de protocoles, une hypothese est que la
fonction méme de la mélatonine est responsable de cette variabilité ( ). En effet,
comme nous le verrons plus tard, les fonctions photopériodiques dépendent de la mélatonine :
la reproduction, la masse corporelle, I’hibernation, la torpeur journaliere, la couleur et la
qualit¢ du poil... Mais, aucune ou alors trés peu d’espeéces ne présentent toutes ces
adaptations. La répartition des tissus sensibles a la mélatonine pourrait donc étre corrélée aux
types de fonctions controlées. De plus, le mode de controle peut étre différent pour une méme
fonction entre deux espéces et pour différentes fonctions chez une méme espece. Par exemple,
une augmentation de la durée du pic de mélatonine inhibe 1’activité sexuelle chez le hamster
syrien alors qu’elle ’active chez le mouton ( ).

Et, I’injection d’antagonistes de la mélatonine a des hamsters syriens placés en SP et a faible
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température, diminue la durée d’hibernation mais n’affecte pas 1’atrophie gonadique (

).

2.3.2.2. Les récepteurs MT1 et MT2.

Depuis lors, plusieurs récepteurs ont pu étre clonés et caractérisés dont les récepteurs
membranaires de haute affinit¢ MT1let MT2 ( ). Les récepteurs MT1
et MT2 sont des récepteurs couplés a une protéine G de type inhibitrice sensible a la toxine
pertussique (

). La stimulation du MT1 permet de diminuer la quantit¢ d’AMPc produite par
I’adénylate cyclase suite & une stimulation a la forskoline mais n’a pas d’effet sur le niveau
basal d’AMPc tandis qu’une stimulation du MT2 provoque une diminution des taux de GMPc
( ). La
présence de ces récepteurs, au moins pour le MTI1, dépend non seulement du moment
circadien mais aussi de la photopériode. Ainsi, dans les SCN, la présence des ARNm de Mtl
est circadienne ( mais voir aussi ) tout comme la densité
de la liaison de la mélatonine ( ), avec des valeurs maximales obtenues en
fin de jour. Et, dans la PT, les niveaux d’ARNm de Mtl sont plus élevés au printemps-¢été
chez le hamster et le mouton (

). Il faut cependant noter que les modes de régulation de la présence du MT1 sont tres
certainement différents entre les SCN et la PT. Alors que le rythme de MT1 est présent en LD
dans ces deux structures, il est aboli en DD dans les SCN mais pas dans la PT. A I’inverse,
une pinéalectomie abolit les variations journaliéres de la densité des récepteurs dans la PT
mais pas dans les SCN ( ). Ainsi, la
présence rythmique du MT1 dépend principalement, dans les SCN, de la présence de lumiére
(pergue par la rétine) et, dans la PT, de la présence de mélatonine circulante. Enfin, une
pinéalectomie provoque a court terme une augmentation de la quantité de MT1 dans ces deux
structures suivie a plus long terme d’une diminution ( ) montrant
ainsi que la mélatonine est directement impliquée dans le controle de ses récepteurs dans la

PT mais aussi dans les SCN.

En fonction des espéces, ces récepteurs ne sont pas toujours présents. Chez les hamsters
syriens et sibériens, le récepteur MT2 n’est pas fonctionnel du fait d’une double mutation non

sens dans la région codante du Mt2 (
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). La répartition méme de ces récepteurs chez les espéces exprimant le MT1 et le MT2
est également différente. Par exemple dans les SCN, seul le MT1 est présent chez 1’homme
( ) alors que chez le rat, le MT2 s’exprime également (

). De plus, dans les SCN, le MT1 n’est pas représenté de fagcon homogene. En effet, la
majorité des cellules exprimant le MT1, expriment également le récepteur nucléaire RZRf
("Retinoid Z receptor B") (

) ; de plus, 16% des cellules a MT1 sont des cellules & AVP alors qu’aucune de ces
cellules 8 MT1 n’exprime la somatostatine (
). Ainsi, la mélatonine pourrait avoir un effet sur les SCN,

préférentiellement sur les neurones a AVP et a RZRp.

2.3.3. Effets de la mélatonine.

Les deux cibles de la mélatonine principalement étudiées sont les SCN et la PT. Comme le
chapitre A.2.4. sera consacré¢ au role de la PT et de la relation mélatonine-PT, les résultats

concernant la physiologie circadienne et saisonni¢re de la PT ne seront pas abordés ici.

2.3.3.1. Circadiens.

La réponse journaliere de 1’organisme a la mélatonine a été étudiée par le biais de la
pinéalectomie permettant une privation de mélatonine ou a I’inverse, d’infusions a plus ou
moins long terme de mélatonine.

A court terme, I’application de melatonine (ou d’un agoniste de la mélatonine) provoque
des avances de phases (1) du rythme d’activité électrique des neurones sur des tranches de
SCN en culture mais aussi une réduction de la fréquence de décharges des neurones et de leur
excitabilité (

), (2) du rythme d’expression de Aa-nat dans la glande
pinéale de rats placés en SP ( ) et (3) du pic de mélatonine mais
uniquement si les animaux sont placés en LD ( ). Cassone et coll. (1987,
1988) rapportent également une diminution de la consommation en glucose par les SCN apres
une injection sous cutanée de mélatonine. Ces différents effets ne font pas intervenir les genes
horloges, tout du moins la synthése de leurs ARNm car une injection unique de mélatonine ne
modifie pas les profils d’expression des genes horloges dans les premicres 24 heures dans les

SCN chez le rat ( ). En plus des conditions particuliéres énoncées (LP vs SP,
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LD vs LL/DD), ces avances de phase ne sont possibles que si la mélatonine est injectée en
fin de jour (McArthur et al., 1991, mais voir également McArthur et al., 1997 décrivant une
seconde fenétre d’activation située en fin de nuit ou encore van den Top et al., 2001 ne
décrivant pas de rythme de sensibilité). Au niveau des SCN, plusieurs travaux rapportent des
voies possibles pour 1’action de la mélatonine. D une part, la PK¢ semble prendre part a la
voie de signalisation moléculaire sous 1’effet de la mélatonine. Des avances de phase de
I’activité électrique en fin de jour sont provoquées par 1’activation de la PK¢ mais par contre,
I’inactivation de la PK¢ inhibe celles induites par la mélatonine ( ). De
plus, la mélatonine active la PKc et cette activation est bloquée par la présence d’antagonistes
non spécifiques MT1-MT2 ( ). D’autre part, I’application de mélatonine sur
des cultures de SCN diminue la fréquence de décharge de ces neurones ( )
mais semble également augmenter I’amplitude des courants électriques dus au récepteur
GABAAx ( ). Cette augmentation d’amplitude est spécifique aux SCN (MT]1
majoritaire chez le rat) et dans des cellules HEK293 exprimant le MT1. En effet, ’amplitude
des courants induits par le récepteur GABA, sont diminués dans 1’hippocampe du rat
(uniquement MT2) et dans des cellules HEK293 exprimant le MT2, en présence de
mélatonine ( ). D’autres études ont montré que la présence d’antagonistes non
spécifiques MT1-MT2 bloquent les avances de phase du rythme d’activité des neurones des

SCN montrant ainsi leurs implications probables dans ces phénomenes (

).

La mélatonine peut donc agir au moins par I’intermédiaire des récepteurs MT1 et MT2. Dans
le but de distinguer leur role respectif au niveau des SCN, des souris mutantes Mt1” ont été
utilisées. Sur des tranches hypothalamiques provenant de ces souris Mt1”", I’effet inhibiteur de
la mélatonine en terme de fréquence de décharge des neurones est diminué, et les décalages
de phase induits sont moindres mais persistent ( ). Ils sont cependant inhibés
par I’application d’un antagoniste spécifique du MT2 ( ). La diminution de la
fréquence de décharge des neurones des SCN par la mélatonine n’est, de plus, pas affectée par
une mutation Mt2” ( ). Ainsi, le récepteur MTI1 jouerait un rdle dans
I’inhibition de I’activité électrique des neurones des SCN et le récepteur MT2 des SCN
permettrait ’apparition de ces décalages de phase. Cependant, chez le hamster sibérien, chez
lequel le récepteur MT2 n’est pas fonctionnel, les décalages de phase induits par la
mélatonine persistent ( ). Et, chez le hamster syrien, qui ne semble pas non

plus présenter de récepteur MT2 fonctionnel, I’injection de mélatonine peut entrainer les
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rythmes circadiens chez les nouveau-nés ( ) mais pas, a court terme, chez
I’adulte ( ). Cette différence est en relation avec le fait que la fixation de
mélatonine au niveau des SCN n’est possible que chez I’embryon et le nouveau-né mais n’est
2iéme

plus possible a partir du 1 jour post-natal ( ).

L’effet chronobiotique de la mélatonine a long terme qui a été certainement le mieux
démontré est sa capacité a entrainer le rythme d’activité locomotrice du rat et de Arvicanthis
ansorgei ( ). Cet entrainement, représenté figure 33,
est possible a condition que les animaux soient placés en conditions constantes de lumiere ou
d’obscurité. Comme le montre la figure 33, I’entrainement a 24h n’est pas immédiat, il
n’intervient que lorsque 1’heure d’injection quotidienne ou d’infusion ou encore de présence
de mélatonine dans ’eau de boisson, coincide avec le début de D’activité locomotrice
( )-
Une infusion de mélatonine ou de 1’'un de ses agonistes pendant 1h, 8h ou deux fois lh
séparées de 8h, par jour permet d’entrainer le rythme d’activité locomotrice du rat (

). La durée d’infusion journaliére de mélatonine ne semble pas étre la condition
limitante mais il est a noter qu'une infusion de 16h par jour n’entraine pas la moitié des
animaux ( ). Concernant I’effet de la dose de mélatonine employée,
Cassone et coll. (1986b) ont montré que les rats présentaient une réponse de type "tout ou
rien" puisqu’ils sont soit entrainés, soit pas du tout, mais il n’y a pas d’entrainement partiel.
Chez le hamster syrien, I’entrainement par la mélatonine est beaucoup moins évident. Les
animaux ne sont pas sensibles a 1’injection pendant environ une 100%™ de jours, puis peuvent
étre entrainés pendant seulement quelques jours a la suite de quoi, certains animaux ne le

restent pas et la période endogene de ces animaux est de nouveau exprimée (

).
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Figure 33 : Entrainement de I’activité locomotrice du rat et de Arvicanthis ansorgei en
conditions constantes (d’aprés Slotten et al., 2000, 2002).

Actogrammes en double-représentation de 1’activité locomotrice de roue chez un rongeur
diurne, Arvicanthis ansorgei (A), et un noctune, le rat (B). En haut, ’enregistrement est
effectué¢ en conditions LD et en bas en DD. En DD, une solution de mélatonine (MEL) ou son
solvant seul (VEH), sont appliqués a partir du moment indiqué par la fleche et pendant une
durée indiquée par la barre noire verticale. L’entrailnement est réalisé par avances de phase
chez le rongeur diurne, et par retard de phase chez le nocturne.
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Concernant les différents effets circadiens provoqués par la mélatonine que nous venons de
décrire, certaines limites aux conclusions doivent étre mentionnées. (1), ces effets ne sont
possibles qu’en utilisant des doses pharmacologiques de mélatonine. (2), ces effets ne sont
observés qu’en conditions particulieres (étude effectuée uniquement en SP pour le rythme
d’expression d’Aa-nat, effets différents entre LD et DD pour celui de mélatonine endogéne).
Et, (3), les effets les plus marqués sont restreints a une fenétre temporelle située en fin de jour,

un horaire ou normalement, la mélatonine endogene n’est pas produite. ..

En complément de ces manipulations, des études avec des animaux pinéalectomisés, donc ne
présentant plus de synthése de mélatonine endogene, ont été¢ menées. Bien que des injections
quotidiennes de mélatonine permettent d’entrainer le rythme d’activité locomotrice, une
pinéalectomie n’inhibe pas ce rythme ( ). La mélatonine ne permettrait donc
qu’une synchronisation de cette activité. Le ré-entrailnement des animaux aprés un décalage
de phase du cycle LD, est perturbé chez les animaux pinéalectomisés (

) et les souris ne produisant pas de mélatonine ont des amplitudes de réponse a un
créneau lumineux, plus importantes que chez les souris qui en produisent (

), montrant ainsi I’implication de la mélatonine dans le rythme d’activité locomotrice. Il
est a noter que ces effets ne sont possibles que si les SCN n’ont pas été préalablement 1ésés
( ). En ce qui concerne 1’activité électrique des neurones des SCN, une
ablation de la glande pinéale induit une diminution de leurs fréquences de décharges (

) mais n’affecte pas I’expression de Perl ( ). La mélatonine
semble également intervenir dans d’autres fonctions, par exemple, la réponse des cellules

adipocytaires a I’insuline est modifiée apres une pinéalectomie ( ).

Les effets circadiens de la mélatonine ont été mesurés principalement dans les SCN, la glande
pinéale et au niveau de I’activité locomotrice. Or, I’activit¢ de la glande pinéale comme
I’activité locomotrice sont sous le contréle des SCN. Ainsi, I’ensemble des effets rapportés ici
pourrait étre dii a une action de la mélatonine sur les SCN. Ceux-ci diffuseraient ensuite des
signaux efférents adaptés conduisant aux modifications des rythmes d’expression de Aa-nat,
d’activité locomotrice...

Comme I’activité circadienne des SCN dépend de I’expression des genes horloges, nous avons

cherché si la mélatonine permet de modifier leur expression.
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2.3.3.2. Saisonniers.

¢ Un role essentiel

L’effet le plus remarquable de la mélatonine est sa capacité¢ a entrainer le rythme annuel
d’activité sexuelle chez les animaux photopériodiques (pour revue, ). De
nombreuses études ont permis de démontrer qu’une augmentation de la durée du pic de
mélatonine a pour conséquence d’entrainer une augmentation ou une réduction de la taille des
testicules chez les espéces "jours courts" et de "jours longs", respectivement. Chez des
hamsters sibériens et syriens entrainés par une LP et préalablement pinéalectomisés, une
infusion de mélatonine de type LP (6h) ne provoque pas de décroissance de la taille des
testicules tandis qu’une infusion de type SP (16h) I’induit ( ). Des
injections de mélatonine, effectuées en fin de jour ou en fin de nuit, a des hamsters syriens
placés en LP, permettent d’augmenter la durée totale du signal mélatoninergique et
provoquent ainsi la décroissance testiculaire tandis que des injections effectuées de jour sont
sans effet ( ). Notre laboratoire s’est intéressé a
déterminer si la durée du signal mélatoninergique est importante ou si la présence de
mélatonine a un moment précis du cycle LD est déterminante, conformément au modele de
coincidence externe décrit dans le cas des SCN. Des hamsters syriens pinéalectomisés, sont
placés en LP ou en SP et regoivent quotidiennement deux infusions de mélatonine pendant
2h30, séparées de 3 ou 5h30 (groupe A et B, respectivement). Dans les deux cas, les taux
sériques de mélatonine entre les deux injections redescendent a des niveaux mesurés
normalement de jour, mettant ainsi en évidence qu’il ne peut y avoir d’effets additifs des deux
infusions. Les animaux du groupe A montrent une décroissance testiculaire mais pas ceux du
groupe B ( ). Ainsi, la durée du signal mélatoninergique n’est pas (dans
une certaine limite) le facteur limitant mais c’est sa présence a des moments précis du cycle
LD qui semble étre I’élément déterminant de la physiologie saisonnicre, au moins en terme
d’activité sexuelle et, chez le hamster syrien. Bien que physiologiquement, 1’apparition d’un
signal long de mélatonine soit nécessaire a la réduction testiculaire, une pinéalectomie chez
des hamsters sibériens placés en SP, ne permet pas de stopper la diminution testiculaire
amorcée avant 1’opération ( ), montrant ainsi que la mélatonine est essentielle a
I’induction d’une physiologie reproductive de type SP mais pas a sa réalisation. Enfin, chez le
mouton, I’allongement du pic de mélatonine produit a I’inverse une restauration de 1’activité

sexuelle ( ). La raison pour laquelle un signal long de mélatonine permet
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une inhibition ou une activation de la croissance testiculaire, en fonction des espéces, demeure
encore inconnue.

En plus de son effet sur I’activité sexuelle, la mélatonine intervient également dans le contrdle
de la couleur du pelage chez le hamster sibérien ( ). L’activité locomotrice
présente également une variation photopériodique et ces variations persistent apres

pinéalectomie ( ).

¢ RoOle particulier de certaines structures

Plusieurs structures cérébrales sont nécessaires a I’obtention d’une physiologie de type SP.
Une Iésion d’une partie de 1’hypothalamus (au niveau des noyaux dorso-médians) chez le
hamster syrien placé en LP et perfusé quotidiennement a la mélatonine avec une durée de type
SP, inhibe I’adaptation de la taille des testicules mais pas celle de la prolactine (PRL) qui
devient de type SP ( ). De la méme fagon, chez le mouton, des
implants de mélatonine dans 1’hypothalamus médio-basal ont un effet sur 1’activité sexuelle
mais pas sur celle de PRL alors que les implants situés a proximité de la PT ont un effet sur la
PRL ( ). Une seconde étude a permis de montrer que [’aire
prémammillaire de 1’hypothalamus intervient comme médiateur entre la mélatonine et 1’état
d’activité sexuelle ( ). Ainsi, le controle de ’activité sexuelle par la
mélatonine fait intervenir des cibles hypothalamiques autant chez les rongeurs que chez le

mouton (pour revues, ).

Les SCN pourraient également étre une cible de la mélatonine en terme saisonnier. La
démonstration n’est pas aisée puisque les rythmes mémes de mélatonine dépendent de
I’intégrité des SCN, il est donc difficile de mettre en évidence un rétro-contrdle, dépendant
des saisons, de la mélatonine sur les SCN. Mais, chez le sibérien, une pinéalectomie
n’empéche pas la diminution de 1’expression de I’Avp et de celle de Vip provoquée par la SP
( ). Cependant, la pinéalectomie semble diminuer I’expression de I’Avp en SP
comme en LP et augmenter celle du Vip mais qu’en LP. Ces résultats montrant une sensibilité
photopériodique des SCN a la mélatonine en terme d’expression du Vip mais pas de 1’Avp
sont cependant a prendre avec précautions car, dans cette étude, les prélévements des animaux
n’ont été effectués qu’a un seul point horaire. Toujours chez le hamster sibérien, les SCN
semblent méme jouer un rdle important dans la transmission de message mélatoninergique.
En effet, des injections intracérébrales de mélatonine localisées n’auront un effet sur la taille

des gonades et sur les quantités de PRL produites que si elles sont effectuées au niveau méme
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des SCN ( ). Les mécanismes d’action semblent cependant différents
entre les hamsters sibérien et syrien. La décroissance de la taille testiculaire normalement
provoquée par I’infusion de mélatonine pendant 16h est inhibée chez le hamster sibérien par
une lésion des SCN ou de I’hypothalamus médio-basal tandis que chez le hamster syrien, elle
est inhibée par une 1ésion d’une partie de I’hypothalamus antérieur seulement (
). Nous avons vu précédemment
(chapitre A.2.2.3.) que la phase de photoinductibilit¢ de c-fos dans les SCN dépend des
saisons. La durée de cette phase et la variation de cette durée, apres un transfert des animaux
d’une LP a une SP, ne dépend pas de la présence de la glande pinéale mais est bien due a un
effet direct de la photopériode sur les SCN (
). Ainsi, D’effet saisonnier de la mélatonine sur I’horloge centrale

reste en suspens.
¢ D’autres effecteurs saisonniers

Pendant tres longtemps, seule la mélatonine était considérée comme I’hormone donneuse de
temps, c’est a dire permettant aux animaux de se repérer dans le temps journalier (la
mélatonine n’étant présente que de nuit) et saisonnier (sa durée de libération étant fonction de
la durée de la nuit). Bien que cette hormone soit essentielle a 1’apparition des fonctions
physiologiques saisonnicres, elle n’est pas la seule a pouvoir étre qualifiée de "donneuse de
temps". Des données laissent supposer que les hormones thyroidiennes pourraient également
intervenir dans le photopériodisme. Par exemple, I’expression de certains génes controlés par
la voie de signalisation des hormones thyroidiennes dépendent du temps journalier et des
saisons ( ). La forme active T;
("Triiodothyronine") est synthétisée a partir de la T4 ("Thyroxine") par 1’action de la DIO2
("Deiodinase 2"). Et, la DIO3 ("Deiodinase 3") permet la conversion de la T4 circulante en rT3
inactive ("reverse Triiodothyronine"). Chez les mammiferes, 1’activité de la DIO2 et des
quantités de T4 circulante dépendent de la photopériode (

) ce qui laisse supposer que la régulation du passage de T4 a
r'T3/Ts pourrait dépendre de la photopériode. Chez la caille, il a d’ailleurs été montré que la
balance d’activité entre la DIO2 et la DIO3, positive en LP et négative en SP, permettrait des
adaptations saisonnicres ( , et pour revue sur le controle saisonnier par

DIO2/DIO3, ).

121



2.4. LA PARS TUBERALIS.

La Pars tuberalis (PT) de I’adénohypophyse est un tissu endocrine qui s’étend de 1’éminence
médiane a la tige pituitaire, formée rostralement de deux groupes latéraux de cellules se
réunissant en un seul feuillet qui borde et entoure la tige pituitaire (voir figure 34). Séparée de
la Pars distalis par un tissu conjonctif ou les vaisseaux du systéme porte hypothalamo-
hypophysaire pénétrent, la PT est fortement vascularisée (pour revues,
).

La forte expression des récepteurs de la mélatonine dans ce tissu mais aussi la régulation de
leur expression par la mélatonine font de la PT, un modele unique d’études du contrdle des
fonctions saisonniéres par la mélatonine. De ce fait, aprés une description de la PT, nous
présenterons le role important de la PT dans la physiologie saisonnicre et son contrdle par la

mélatonine.

2.4.1. Expression génique.

La PT exprime donc les récepteurs de la mélatonine chez tous les mammiferes étudiés avec
une différence d’expression a la fois journaliére et saisonniére (
). Des injections de
mélatonine, ou au contraire, des pinéalectomies ou des suppressions du pic de mélatonine (LL
ou créneau lumineux de nuit), produisent respectivement des diminutions ou des
augmentations a court terme de la densité des récepteurs (
). Outre les récepteurs de la mélatonine, les cellules de la
PT expriment essentiellement la B-TSH, la -LH, la f-FSH et leur sous-unité commune, 1’o-
GSU. Cependant, des différences entre espéces existent et aussi du point de vue de
I’adaptation photopériodique. La B-TSH et I’a-GSU sont exprimées chez de nombreuses
especes (rat ; souris
; hamster sibérien ; mouton
) tandis que la B-LH et la B-FSH sont exprimées fortement chez le mouton
( ) ou en faibles quantités chez le rat ( ) ou méme pas du tout
chez le hamster sibérien ( ). Un raccourcissement de la photopériode
ou des injections de mélatonine, entrainent une réduction des niveaux de B-TSH et d’a-GSU

chez le mouton et les hamsters, sibérien et d’Europe (
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Figure 34 : Localisation de la Pars tuberalis suivant un axe rostro-caudal.

La forme de la Pars tuberalis, représentée ici chez le rat, varie en fonction de 1’axe rostro-
caudal. Deux groupes latéraux de cellules se réunissent en un seul feuillet qui borde et entoure

la tige pituitaire. VMH, noyaux hypothalamiques ventromédians.
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) mais pas de B-LH ni de B-FSH chez le hamster d’Europe, ). Ce
résultat peut-€tre di au fait que, au moins chez cette derniére espece, seules B-TSH et a-GSU

colocalisent avec MT1 qui lui aussi, en SP, présente une réduction de son expression (

).

2.4.2. Controle de la libération de PRL.

La PRL présente des variations plasmatiques saisonnicres chez les animaux de jours courts et
de jours longs avec des valeurs maximales obtenues en LP dans les deux cas (pour revue,

). Elle est produite par la Pars distalis et est impliquée dans de
nombreuses variations saisonniéres comme le changement de couleur de pelage ou la mue
(pour revues :

). Comme la mélatonine présente une synthése journaliére directement sous le contrdle
des SCN, I’hypothese selon laquelle la mélatonine controle négativement le rythme saisonnier
de PRL a été émise. Cependant, la Pars distalis, ne posséde pas de récepteurs de la
mélatonine a 1’état adulte ; I’effet de cette derniére est donc indirect (

). Comme la PT exprime fortement les récepteurs de la mélatonine, il
apparaissait fortement probable que le contréle de la libération de PRL par la mélatonine
passait par un relais au niveau de la PT ( et pour revue,

). Cette hypothése a été largement vérifiée par des études in vitro comme in vivo.
En effet, in vitro, les cellules de la PT ne libérent pas de PRL mais stimulent la libération de
PRL par les cellules de la Pars distalis lors de co-cultures (
). In vivo, I’équipe de B. Malpaux a montré I’importance de la
PT pour le contrdle de la PRL et sa non-intervention dans le contrdle de la reproduction
( ). A I’aide de micro-implants de mélatonine, ils ont montré qu’en
fonction de sa localisation, les effets sur la libération de PRL et de LH ("Luteinizing
hormone", régulant la synthése de testostérone donc marqueur de la régulation de 1’activité
sexuelle) sont différents. Des implants localisés dans la Pars tuberalis diminuent les quantités
produites de PRL mais sont sans effet sur celles de LH tandis que des implants localisés dans
le troisiéme ventricule et hypothalamus médio-basal provoquent une réponse de la PRL et de
la LH. Cette adaptation physiologique de la PRL sous la dépendance de la mélatonine, a été
confirmé par d’autres protocoles d’injection de mélatonine et par déconnection hypothalamo-

pituitaire ("DHP") chez le mouton ( ). Chez la
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souris, la mutation Mt1”" permet une augmentation des quantités plasmatiques en PRL (
) confirmant I’implication de la mélatonine et des récepteurs MT1 de la Pars

tuberalis dans le controle de la sécrétion de PRL.

L’étape suivante a consisté a (tenter de) mettre en évidence les molécules responsables de la
régulation de la PRL par la PT. Comme le nombre des cellules exprimant I’a-GSU est
supérieur a celui des cellules exprimant les sous-unités 3, I’idée que I’a-GSU puisse avoir un
effet propre avait été évoquée ( ) et par la suite confortée par le fait que
cette sous-unité pouvait stimuler la libération de PRL par la Pars distalis, chez le mouton
mais uniquement a I’état embryonnaire ( ). Mais,
comme ce systeme ne fonctionne pas a I’état adulte, une autre molécule, encore non identifi¢e
et appelée tubéraline, serait responsable de la connection fonctionnelle entre la PT et la Pars
distalis ( ). L’existence méme d’une telle molécule a été montrée par
Guerra & Rodriguez (2001) qui ont mis en évidence deux protéines libérées par la PT, mais

dont I’identification n’a toujours pas été effectuée.
2.4.3. Genes horloges et...régulation par la mélatonine.

2.4.3.1. Expression des génes horloges.

Perl présente une expression rythmique dans la PT en LP avec un maximum obtenu en fin de
nuit/début de jour chez toutes les especes étudiées (souris

; hamster syrien ; hamster sibérien

; mouton

). En revanche, le passage vers une photopériode courte provoque des effets différents en
fonction des especes. Chez le hamster sibérien, la SP s’accompagne d’une arythmie de son
expression, présentant alors toujours des valeurs minimales (ARNm :

, protéine ). Chez le hamster syrien,
I’expression est fortement diminuée en amplitude mais reste rythmique et centrée sur le début
de jour ( ). Chez le mouton, le rythme présentant des valeurs maximales
en début de jour persiste mais il est de plus faible amplitude (
).

Perl n’est bien entendu pas le seul geéne horloge exprimé dans la PT. En effet, les génes Cryl,

Bmall et Clock sont exprimés rythmiquement, et les génes Per2 et Cry2 de fagon constitutive
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dans la PT chez la souris ( ; mais voir aussi dans le cas de Per2,
). Chez le mouton, les génes Cryl, Bmall, Clock, Per2 et Cry2 sont tous exprimés

de facon rythmique.

2.4.3.2. Controéle de I’expression des géenes horloges.

Une premiére preuve indirecte du controle par la mélatonine de I’expression d’un gene
horloge, Perl, dans la PT, est le fait que son expression présente chez les souris WT est
inexistante chez les souris déficientes en mélatonine ( ) comme chez les souris
M1 ( ). Une démonstration plus claire fut apportée par des protocoles
d’injections de mélatonine. Une injection unique de mélatonine effectuée en fin de nuit, suffit
a abolir le pic de Perl normalement présent en début de jour, chez le hamster syrien
( ) et une injection en fin de jour, inhibe en partie le pic de Perl et induit
I’expression de Cryl chez le rat ( ). Ainsi, Perl et Cryl semblent

directement mais inversement régulés par la mélatonine.

Au niveau des SCN ou de la glande pinéale, une augmentation des taux d’AMPc
intracellulaire permet d’induire une expression de Perl (SCN : voir chapitre A.1.4.3., glande
pinéale : ). Qu’en est-il au niveau de la PT ? Pour répondre a cette
question, Morgan et coll. (1998) ont mis en culture des cellules de PT de mouton et les ont
traitées avec de la forskoline, il s’en suit une augmentation de 1’expression de Perl. De plus,
cet effet de la forskoline est (1) indépendant de la synthése de protéine (montré par
application de CHX) et (2) bloqué par un traitement a la mélatonine qui, seule, n’a aucun effet
( ). L’expression de Perl est donc augmentée par la voie AMPc (induite
par la forskoline) et la mélatonine agit en inhibant I’activation de cette voie. Les cellules de la
PT expriment des récepteurs adrénergiques de type Aoy ( ) et leur activation
spécifique (par le NECA, "5'-(N-ethyl)- carboxamidoadenosine") provoque une augmentation
des taux d’AMPc et de P-CREB puis de ceux d’ARNm de Perl ( ). Un
traitement avec des inhibiteurs de la PK4 ou des antagonistes de I’AMPc inhibe ces différents
effets. Ainsi, le contréle de I’expression de Perl est di a une voie activatrice (via les
récepteurs adrénergiques de type Ay) et a I’inhibition de cette voie par la mélatonine.
Un autre protocole a testé I’importance de I'influence de la mélatonine sur I’expression de
Perl et de Cryl dans la PT du mouton. Les animaux provenant de SP8:16 sont placés en

LP16:8 le jour des prélevements (en retardant de 8h 1’arrivée de la nuit). Ce protocole permet
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ainsi une inhibition directe d’une partie du pic de mélatonine (le début du pic étant retardé de
8h). Ce premier jour de LP (LP1d) provoque une réponse directe de la PT : le pic d’ARNm de
Perl reste centré sur I’arrivée du jour et celui de Cryl est retardé, synchrone avec I’arrivée de
la nouvelle nuit. De plus, une injection de mélatonine inhibe cet effet du premier jour de LP
sur ’expression de Cryl ( ). On peut alors en déduire que la
melatonine active la transcription de Cryl. Une analyse récente des profils d’expression des
genes horloges dans la PT de souris sauvages, Mt1” et Mt2” a permis de montrer que seul le
récepteur MT1 est essentiel ( ). L’expression journaliere de Perl, Cryl,
Clock et de Bmall n’est pas affectée par la mutation de MT2 mais est inhibée chez les

mutants du récepteur MT1.

Cependant, différents résultats doivent é&tre pris en considération pour moduler ces
conclusions. Une pinéalectomie abolit le rythme de Perl dont les niveaux sont toujours
faibles chez les souris ( ) et les hamsters syriens ( )
alors que I’on aurait pu s’attendre a une expression non rythmique mais avec des niveaux
¢levés (voir figure 35). De plus, si la pinéalectomie est suivie d’une injection unique de
mélatonine de nuit, aprés un délai de 7 jours, Perl n’est plus exprimé dans la PT (

). Chez le hamster sibérien pinéalectomisé, von Gall et coll. (2002) ont injecté
quotidiennement de la mélatonine a ZT20, depuis le jour de I’opération jusqu’au sacrifice.
Dans ce cas, I’expression de Perl persiste (montré en ARNm et en protéine) avec des valeurs
intermédiaires entre celles mesurées pour des animaux non pinéalectomisés et celles mesurées
pour des animaux pinéalectomisés mais non injectés a la mélatonine. La mélatonine aurait
donc un effet activateur de Perl a long terme. Confortant cette hypothése, un prétraitement
a la mélatonine (mimant la nuit physiologique) permet une expression plus importante de
Perl sur des cellules de PT murines stimulées par le NECA ( ).
Concernant I’expression de Cryl, elle apparait activée par la mélatonine mais bien que le pic
de mélatonine persiste quasiment tout au long de la nuit, celui de Cryl n’est que transitoire
(voir figure 35A). De plus, au regard de I’expression de Rev-erba en SP, LP et en LP1d (pic
en fin de nuit en SP et en LP et en fin de jour en LP1d, voir figure 35B d’apres

), il semble possible que les effets de la mélatonine soient restreints a des fenétres
d’activation. La PT présenterait ainsi un rythme de sensibilité a la mélatonine. En effet, si la
mélatonine inhibe I’expression de Rev-erba pendant la premiére moiti¢ de la nuit en SP (soit

de ZT6 a environ ZT16), le pic d’ARNm de Rev-erba se produit en fin de nuit (vers ZT20),
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ce qui est le cas chez le mouton. En retardant 1’arrivée de la nuit de 8h (LP1d), la mélatonine
ne peut plus inhiber Rev-erba de ZT6 a ZT14 (puisqu’elle n’est pas encore produite), Rev-
erba peut donc s’exprimer. Or, en LP1d, le pic d’ARNm de Rev-erba est situé vers ZT15,
soit en fin de jour. Par la suite, I’intégration de la LP imposerait a la fenétre de sensibilité de
se décaler pour étre de nouveau présente en début de nuit. Ainsi, le pic de Rev-erba se

décalerait lui aussi en LP pour étre de nouveau situé en fin de nuit, comme en SP.

En conclusion, pour la régulation par la mélatonine de I’expression des génes horloges dans la
PT, il apparait donc qu’a court terme, elle active ou inhibe les expressions de Cryl et de Per1,
respectivement. En revanche, aprés quelques heures, la mélatonine n’active plus Cryl, et sa
présence journaliere est nécessaire au rythme de Perl. De plus, la mélatonine permet soit
d’induire les rythmes d’expression des genes horloges soit de synchroniser les cellules de la
PT entre elles. En effet, I’abolition de 1’expression de Perl une semaine apres la inéalectomie,
peut résulter soit d’une perte de l'induction de la rythmicité soit d’une perte de la
synchronisation des rythmes cellulaires individuels. On remarquera que cette hypothése est
exactement la méme que celle qui avait été faite pour expliquer le rdle, sur I’expression des
geénes horloges, d’un choc au sérum sur des fibroblastes en culture (voir figure 36). Pour le
savoir, des enregistrements au niveau cellulaire, comme ceux décrits dans 1’étude des
oscillations des genes horloges dans les organes périphériques, devraient €tre menés, ou peut-
étre que des protocoles particuliers d’activation/inhibition des taux de mélatonine circulants
pourraient conforter I’'une de ces hypothéses...

Au cours de ma these, nous avons donc cherche si la mélatonine a un effet direct sur

I’expression des genes horloges dans la PT.

2.4.3.3. Modéle de coincidence interne.

D’aprés les résultats obtenus dans deux conditions photopériodiques chez le mouton (

), le mode¢le de coincidence interne déja évoqué pour les SCN, trouve un nouveau
support dans la PT, pour la mesure du temps photopériodique. Comme le pic d’expression de
Perl reste centré sur le début de jour (c’est a dire lorsque les niveaux de mélatonine
diminuent) et celui de Cryl sur le début de nuit (lorsque les niveaux de mélatonine
augmentent), la relation de phase entre les pics d’ARNm de Perl et de Cryl change avec la
photopériode, 12h de décalage en LP16:8 contre 8h en SP8:16 ( ). Ainsi, le
groupe de Lincoln (2002, 2003a,c) a suggéré un modele de décodage de la photopériode (du
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Figure 35: Effets activateur et inhibiteur de la mélatonine sur I’expression des genes
horloges dans la Pars tuberalis.

Les barres horizontales noires et blanches représentent les périodes d’obscurité et de lumiere
respectivement, d’un cycle LD. A. Effets attendus (att.) et obtenus dans la situation normale
(sham) ou pinéalectomisés (pin™) pour 1’expression de Perl et de Cryl. B. Variations
journaliéres de la mélatonine (mel) plasmatique et des niveaux d’ARNm de Rev-erba en
conditions SP, LP ou LPld (1 jour aprés transfert des moutons en LP) (adapté de
Hazlerigg et al., 2004).
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message mélatoninergique) par la PT. Les variations de phase auraient pour conséquences la
formation de peu (LP) ou de nombreux (SP) dimeres PER1/CRY1 (mode¢le "phase", voir
figure 37). La conséquence d’une variation de la quantité de diméres serait une inhibition plus
ou moins durable de la transcription des geénes positivement régulés par CLOCK/BMALL et,
de ce fait, négativement régulés par PER1/CRY 1. Dans le cas des hamsters sibérien et syrien,
nous avons vu que I’amplitude des niveaux d’ARNm de Perl et aussi de PER1 (montré
seulement chez le hamster sibérien) est fortement réduite en SP (ARNm

, protéine : ). Cette
expression est méme arythmique chez le hamster sibérien. Dans ces cas, ce n’est plus la phase
qui serait primordiale mais les quantités de protéines produites (modéele "amplitude").
Nous avons cherché si ce modele de coincidence interne appliqué a la PT peut étre généralisé

a une autre espece de rongeur.
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Induction

Arrét signal mélatoninergique

Synchronisation

Arrét signal mélatoninergique

Figure 36 : Modéle hypothétiqgue de I’inhibition de rythmes apparents d’expression
circadienne des génes dans la Pars tuberalis.

Les mécanismes proposés montrent, en réponse a I’arrét du signal mélatoninergique, soit une
perte de I’induction de la rythmicité (en haut, modéle induction) soit une perte de la
synchronisation des rythmes préexistants au niveau cellulaire (en bas, modéle
synchronisation). Une cellule est représentée par les lignes continues et le tissu entier par la
ligne pointillée.
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Par décalage de la phase des pics d’ARNmM de Perl et de Cryl

Par diminution de I’'amplitude du pic ’ARNm de Perl

Figure 37 : Représentation des modéles permettant le décodage du signal mélatoninergique
dans la Pars tuberalis (modifié d’apres Lincoln et al., 2003a).

En haut, chez le mouton, le décodage de signal repose sur la relation de phase entre les pics
d’ARNm de Perl (ligne continue) et de Cryl (ligne hachurée) en fonction de la photopériode.
Ceci permettrait la formation de peu ou beaucoup de dimeéres PER1/CRY 1, codant ainsi une
physiologie de type estivale ou hivernale. En bas, chez les hamsters sibérien et syrien, le
modele repose sur la quantité d’ARNm de Perl (ligne continue) produite. Ceci aurait pour
conséquence une variation des quantités de PER1 produites, codant ainsi une physiologie
adaptée.
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2.5. PHOTOPERIODE REFRACTAIRE.

Lorsque les hamsters syriens sont placés pendant une période longue en SP (environ 8
semaines), ils présentent une décroissance de la masse testiculaire induite par la SP et, si cette
période est prolongée (environ 24 semaines), une réaugmentation de cette masse testiculaire
alors que la photopériode extérieure est toujours de type SP (voir paragraphe A.2.2.1.2. et
figure 29). Comment ’organisme devient-il insensible a la photopériode environnante? Le
message mélatoninergique reste lui aussi de type SP et ne semble donc pas participer a la
formation de 1’état photoréfractaire (

). Pour le vérifier, Bittman (1978) a injecté¢ de la mélatonine quotidiennement et pendant
7 semaines, a des hamsters syriens sexuellement inactifs. Malgré la présence de ces injections,
les animaux retrouvent un état physiologique de type LP. Cette expérience met bien en
¢vidence le fait que les organes, tissus cibles deviennent insensibles a la mélatonine. Cette
insensibilit¢ a la mélatonine a ét€¢ plus récemment confirmée dans plusieurs structures
cérébrales, chez le hamster sibérien ( ). La comparaison entre les
états LP, SP et les états réfractaires (SP-R pour les rongeurs et LP-R pour le mouton) a
apporté des arguments... D’aprés la figure 38, aussi bien chez les reproducteurs de jours
longs que ceux de jours courts, on peut remarquer qu’en photopériode réfractaire, (1)
I’activité sexuelle (mesurée par la taille des testicules) est restaurée, (2) d’un point de vue
hormonal, la mélatonine reste liée a la valeur de la photopériode contrairement a la PRL dont
les niveaux augmentent (animaux de jours longs) ou diminuent (animaux de jours courts) a
nouveau, (3) I’expression journalicre des geénes horloges dans la PT n’est pas affectée
contrairement a celle de a-Gsu et peut-étre de #Tsh, (4) I’expression des genes horloges n’est
pas affectée dans les SCN sauf pour le géne Bmall, et (5) I’expression de genes horloges en
périphérie (coeur et les poumons) chez les rongeurs redevient de type LP (

). Ainsi, en terme d’expression
des geénes horloges, contrairement aux SCN, a la glande pinéale et a la PT, les organes
périphériques (montré pour le cceur et les poumons) semblent présenter, en période
réfractaire, une activité différente permettant certainement de retrouver une physiologie de

type LP (rongeurs) ou SP (mouton).

Si I’on peut comparer les données entre reproducteurs de jours longs et ceux de jours courts,

les modalités d’intégration de la période réfractaire par la PT apparaissent similaires : en effet,
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les génes horloges ont leur expression inchangée alors que 1’activité transcriptionnelle du
géne a-Gsu et peut-étre méme de S-Tsh, pourraient étre 1’élément déterminant de la reprise de
la stimulation par la PT de la libération de PRL par la Pars distalis. En effet, les variations
d’expression de I’a-Gsu en état photoréfractaire, précédent celles de la PRL (

). D’apres les données sur 1’expression des génes horloges résumées figure 38, les SCN
n’interviendraient pas dans 1’apparition des états photoréfractaires. Il est tout de méme
intéressant de noter que chez les hamsters syriens de souche tau, mutation qui, rappelons le,
provoque une diminution de la période circadienne, I’apparition de la régression testiculaire
en SP et de sa réaugmentation (SP-R) apparaissent plus rapidement que chez les WT (

, mesures par calcul de I’indice testiculaire, ). En
revanche, en ne considérant plus une journée comme étant égale a 24h mais a 20h chez les
mutants tau, et a 24h chez les WT, c’est a dire en fonction des jours circadiens et non plus
astronomiques, 1’apparition des physiologies de type SP et SP-R surviennent aux mémes
moments chez les deux souches ( ). Ainsi, puisque le nombre de "jours
circadiens" semble étre important, il est probable que les SCN jouent un role dans la mise en
ceuvre de ces physiologies annuelles. ..

Ce role éventuel de I’horloge circadienne dans la physiologie réfractaire constituera

également une part de mes recherches.

Une analyse par microarray, confirmée par RT-PCR, de I’hypothalamus de hamsters sibériens
en LP, SP ou SP-R a permis de montrer que des geénes de la famille des TBP ("T4 binding
protein") présentent une expression identique en LP et SP mais différent en SP-R (

). De plus, une hypothyroidie provoquée provoque une recrudescence testiculaire
plus précoce ( ). Ainsi, en terme d’activité sexuelle, une diminution des
quantités de T4 circulante qui est sans effet en LP et n’empéche pas I’apparition de la
physiologie de type SP, permet 1’apparition de I’état réfractaire de fagon plus précoce. Ces
données, obtenues chez le hamster sibérien, confirment la levée de ’état photoréfractaire chez
le mouton par thyroidectomie ( ). Ce modele de contrdle par la T4 de la
durée nécessaire pour voir apparaitre 1’état réfractaire pourrait se généraliser a toutes les
especes a physiologie photopériodique. Les mécanismes de régulation photopériodique des
enzymes intervenant dans la conversion T4 a T (entre LP et SP, voir chapitre A.2.3.3.2.), et

ceux, intervenant dans la régulation des TBP en SP/LP-R, demeurent inconnus.
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Reproducteurs de jours longs (SP-R)

Valeur mesurée Localisation Pl:o.ﬁl obtenu cn Espece e
période R, type
M¢latonine Circulante SP toutes
Testicules LP toutes
Circulante h. syrien 3
PD (HIS) h. sibérien, syrien | (1,3)
PRL PD (ICCO) LP h. sibérien €©))
PT de SP-R avec
cellules GH; (avec h. syrien (€))
rapporteur PRL-Luc)
a-GSU PT (HIS, ICC) LP h. sibérien o
B-TSH SP (N
PT SP h. syrien ©)
Perl SCN SP h. sibérien, syrien | (2.3)
P oumons . (2
Coour LP h. syrien )
Per2, Cry2 SCN SP h. syrien ©)
Dbp Coeur LP h. syrien 2

Reproducteurs de jours courts (LP-R) : le mouton 4)

Valeur mesurée Localisation Pfo.ﬁl obtenu en
période R, type

M¢élatonine Circulante LP

Testicules SP

PRL Circulante SP

Act. locomotrice

Perl, Per2, Rev- SCN LP

erbo, Cryl/2 PT LP

Bmall SCN Ni LP, ni SP
PT LP

o-GSU PT Ni LP, ni SP

B-TSH PT Réduit p/a LP

Figure 38 : Mesures de différents criteres en photopériode réfractaire et comparaison avec
les états LP et SP chez des reproducteurs de jours longs et courts.

En haut pour les reproducteurs de jours longs et en bas pour le mouton, reproducteur de jours
courts. h, hamster; PD, pars distalis; r, réfractaire.

(1) Bockers et al., 1997; (2) Carr et al., 2003 ; (3) Johnston et al., 2003 ; (4) Lincoln et al., 2005.
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2.6. UNE HORLOGE SAISONNIERE.

Nous avons évoqué précédemment que la reproduction, la masse corporelle ou encore la
qualité du pelage présentent des variations saisonnieéres. De nombreux protocoles ont été
réalisés dans le but de déterminer si ces rythmes sont uniquement le reflet des variations
photopériodiques ou, sont dus a la présence d’une "horloge endogeéne -circannuelle"

synchronisée a un an par la photopériode.

2.6.1. Une contrainte majeure.

Nous avons vu au chapitre A.1.1. que ’'une des propriétés d’une horloge, est sa capacité a
fonctionner de facon auto-entretenue. Le probléme dans le cas d’une horloge circanuelle,
donc de période proche de 365 jours, est la durée d’expérimentation. En effet, une étude
portant sur un critére physiologique et pendant une période d’environ un an, peut mettre en
¢vidence une variation de ce critére mais cette variation ne peut pas €tre rigoureusement
qualifiée d’endogene. Seules les variations de ce critére, répétées a I’identique sur plusieurs
périodes, permettent de conclure quant au caractére endogene de cette adaptation, donc de la
présence d’une horloge circannuelle. Ainsi, le probléme des études de mise en évidence de la
présence d’une horloge circannuelle nécessitant une durée d’expérimentation minimale
longue, est la durée de vie de I’espece étudiée. Par analogie avec le systéme circadien,
rappelons que les neurones des SCN, mis en culture, peuvent continuer a présenter des
variations d’activité électrique pendant au moins 42 jours (

), soit environ 42 périodes. Une telle répétition est bien entendu impossible et de

nombreuses €tudes ont été réalisées au mieux sur une période de 2 ou 3 ans.

2.6.2. Mises en évidence physiologiques et caractéristiques.

Au cours des études, les animaux ne sont plus soumis aux variations saisonnieres de
I’environnement afin de prouver I’existence de 1’horloge circannuelle. Différentes especes
d’écureuils terrestres (Spermophilus lateralis, tridecemlineatus, beecheyi...), de furets
(Mustela putorius putorius, putorius furo) ou encore la chauve souris rousse (Antrozous
pallidus), et le hamster d’Europe, présentent des physiologies dépendantes du moment de
I’année bien qu’aucune indication de temps saisonnier ne puisse étre percue par les animaux.

Dans ces différents exemples, les études ont été effectuées a photopériode et température
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constantes, jusqu’a 6 ans dans le cas de 1’écureuil terrestre de Californie (S. beecheyi). Les
critéres physiologiques choisis étaient, en fonction des études, la taille des testicules, la masse

corporelle et/ou I’hibernation (dans 1’ordre de citation des espéces ci-dessus :

). Ainsi, ces
animaux présentent des variations annuelles physiologiques en 1’absence de variations
annuelles de I’environnement. Cela met en évidence deux propriétés d’une horloge (cf
chapitre A.1.1.) : sa capacité a générer une rythmicité de fagon auto-entretenue et a contrdler

des rythmes apparents de fonctions physiologiques et comportementales.

Une autre caractéristique d’une horloge est sa capacité¢ a étre entrainée. Dans le cas de
I’horloge saisonniére, une comparaison entre la durée des périodes mesurées en conditions
environnementales constantes et en conditions naturelles, apporte un élément de réponse. Par
exemple, dans le cas de 1’écureuil terrestre doré (S. lateralis) ( ),
I’augmentation de masse corporelle et les moments d’hibernation apparaissent de plus en plus
tot au fil des ans, les animaux étant placés en conditions de lumiére et de température
constantes, LD12:12 et 0 ou 21°C. La période endogene circannuelle de ces rythmes est donc
inférieure a 365jours mais, si les animaux sont placés en photopériode naturelle, ces
événements conservent au cours du temps une période d’un an. Une démonstration de
I’entrainement, peut-étre plus percutante, est la capacité des animaux (donc de I’horloge
circannuelle) a se resynchroniser aprés un changement de saison. Pour ce faire, Davis &
Finnie (1975) ont transféré des marmottes (Marmota monax) de 1’hémisphére nord
(Pennsylvannie, USA) a I’hémisphére sud (Sydney, Australie). Ces marmottes étaient
maintenues en conditions environnementales naturelles, avant et aprés transfert. En terme de
rythme de masse corporelle, deux ans ont été nécessaires pour que les marmottes présentent

I’acrophase de ce rythme, en phase avec le printemps de 1’hémisphére sud.

On peut penser que les rythmes circannuels ne seraient pas endogénes mais s’amortiraient au
fil des années jusqu’a ne plus exister. Comme la majeure partie des études n’est réalisée que
sur quelques années, donc quelques périodes, un amortissement pourrait expliquer les
résultats obtenus. Mais, chez 1’écureuil terrestre doré, les rythmes annuels de masse corporelle
et d’hibernation persistent méme si les animaux sont maintenus depuis leur naissance en
environnement constant ( ). Une expérience plus récente

rapporte des enregistrements du rythme circannuel d’hibernation chez 1’écureuil de Sibérie

137



(Tamias sibiricus) placé en photopériode constante DD et a 5°C pendant une période de dix
ans ( ). 75% des animaux présentent un cycle circannuel d’hibernation avec
une période individuelle stable au fil des années. Cette période circannuelle est cependant tres
différente d’un animal a 1’autre (de 157 jours minimum a 391 jours maximum avec une
moyenne de 313 jours pour ’ensemble des animaux). Ainsi, au moins chez les écureuils
terrestres dorés et de Sibérie, les rythmes observés sont innés et ne peuvent refléter un
amortissement d’une rythmicité induite par le monde extérieur. Chez le hamster d’Europe, il
est également important de noter que sa sensibilité a la photopériode environnante varie au
cours de I’année, ce qui doit certainement refléter son aptitude a exprimer une horloge
circannuelle contrairement au hamster syrien qui, ne présente pas ce rythme de sensibilité. En
effet, le hamster d’Europe présente une phase de sensibilité a la fois a la SP (de mi-mai a

juillet/aotit) et a la LP (de mi-novembre a mars/avril) (

).

2.6.3. Quelques limites...

Chez de nombreuses especes, la présence d’une horloge circannuelle a donc été démontrée, en
mettant en évidence la persistance d’un rythme physiologique apparent. Cependant, cette
démonstration ne peut se faire que dans des conditions bien précises. Chez le furet, ce méme
rythme est marqué en conditions LD et LL mais disparait en DD (

). De plus, les conditions lumineuses ne sont pas les seules a pouvoir modifier
I’expression de 1’horloge circannuelle. En effet, il a ét¢ mis en évidence, et notamment chez
I’écureuil terrestre doré, que des variations de température, a photopériode constante, peuvent

modifier la période circannuelle de I’apparition de I’hibernation ( ).

2.6.4. Localisation de cette horloge.

La localisation anatomique de 1’horloge circannuelle n’a pas encore été¢ déterminée. Comme
les SCN et la glande pinéale jouent un role tant au niveau circadien que saisonnier, la question
s’est posée de savoir si ces deux structures intervenaient dans 1’établissement des rythmes
circannuels. Ainsi, notre laboratoire a montré qu’en LP, une pinéalectomie n’inhibe pas les
variations circannuelles de 1’état reproductif des hamsters d’Europe (

). En ce qui concerne I’implication de 1’horloge circadienne, les données concernent

essentiellement I’écureuil terrestre doré, placé en photopériode constante. Une 1ésion des SCN
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n’inhibe pas le rythme circannuel de la masse corporelle d’animaux placés en condition de
température estivale, mais inhibe ce rythme pour 50% des animaux si la température
environnante est de type hivernal ( ).
En revanche, les périodes des rythmes d’hibernation, de masse corporelle et de masse
testiculaire, sont toutes perturbées apres lIésion des SCN (

). De plus, la modification des périodes n’est pas identique entre tous
les rythmes mesurés. En effet, les rythmes d’hibernation et de masse corporelle ne sont plus

synchronisés entre eux apres 1ésion ( ).

2.6.5. Unrole pour laPT?

Chez le mouton, la présence d’une horloge circannuelle est ¢galement fortement suspectée. Le
suivi pendant 6 ans des taux de PRL, de brebis placées en SP constante, montre un rythme
circannuel ( ). Des moutons DHP peuvent également présenter des
variations circannuelles de PRL alors que le message mélatoninergique est constant (

). L’une des hypothéses pour expliquer ces
phénomenes est qu’une horloge circannuelle est présente dans la PT, et de plus, ne serait pas

dirigée par les genes horloges.

2.6.6. Conclusions.

Ainsi, une rythmicité physiologique saisonni¢re endogene a été mise en évidence chez de
nombreux mammiféres. Cependant, I’interprétation des résultats n’est pas aisée du fait de la
présence d’une grande variabilit¢ de la période circannuelle pour un méme critére
physiologique entre espéces mais aussi entre différents individus d’une méme espéce. De
plus, dans la majeure partie des cas, cette horloge circanuelle n’est effective que dans des
conditions treés particulieres, notamment d’éclairement et de température. Les structures
anatomiques abritant cette horloge circannuelle n’étant toujours pas identifiées, I’implication
des SCN ou de la PT reste peu démontrée. Au final, les voies probables d’entrée
(photopériode et température) et celles de sortie (hibernation, masses testiculaire et
corporelle) de cette horloge circannuelle sont relativement bien connues mais ’horloge en

elle-méme, reste au demeurant a découvrir tant au niveau anatomique que fonctionnel.
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B. Objectifs
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Lorsque j’ai débuté mes recherches doctorales, de nombreux travaux permettaient de préciser
les boucles de régulations transcriptionnelles et traductionnelles des génes horloges a la base
des oscillations circadiennes de 1’horloge centrale. De plus, la synchronisation de ces
oscillations endogénes a 24h par le cycle jour/nuit était vérifiée.

Parallélement, des données de la littérature signalaient des variations photopériodiques de
plusieurs indicateurs du fonctionnement journaliers des SCN. Par exemples, les durées de pic
d’activité électrique des cellules des SCN et aussi la durée de sensibilité a la lumiére des SCN,
en terme d’expression de c-fos, dépendent de la photopériode.

Aussi, nous avons fait I’hypothése que 1’horloge circadienne n’est pas seulement synchronisée
par I’alternance jour/nuit, mais qu’elle est également profondément affectée, jusque dans son
cceur moléculaire, par les durées relatives du jour et de la nuit. Nous avons donc établi les
profils nycthéméraux des produits des genes horloges au sein des SCN chez des animaux
maintenus dans différentes photopériodes (chapitre D.1.). Chez le hamster syrien, nous avons
montré que I’expression des génes horloges dépend des conditions photopériodiques.
Confirmée chez le hamster d’Europe, cette premiére étude montre que les SCN ont donc un

fonctionnement journalier dépendant des saisons.

Le fait que D’expression des geénes horloges, le cceur des mécanismes moléculaires, est
dépendante de la photopériode pose la probleme de la nature de cet effet. Nos résultats sont
dus soit a un effet passif de la photopériode soit & la construction d’un message
photopériodique par les SCN. Nos résultats ont contribué¢ a I’essor du concept des SCN
comme "I’horloge des quatre saisons", c’est a dire que les SCN élaborent des messages
journaliers mais également saisonniers. Pour valider cette hypothése, nous avons vérifié que
les variations photopériodiques d’expressions géniques ne sont pas des adaptations passives
des SCN vis a vis des conditions lumineuses mais reflétent bien la capacité des SCN a
construire des messages différents en fonctions des conditions photopériodiques. Nous avons
donc suivi chez des hamsters syriens transférés de LP a SP, les modifications de I’expression
des geénes horloges mais également, parallelement, de geénes contrdlés par I’horloge, c’est a
dire de génes "de sortie" de I’horloge. Le décours temporel de 1’apparition de ces
modifications montrent que les SCN intégrent progressivement un changement de
photopériode et construisent a terme un nouveau message photopériodique. Etendue a la
condition physiologique photoréfractaire, cette étude nous permet de proposer un role
primordial pour le géne Clock dans la construction de messages saisonniers par les SCN
(chapitre D.2.).
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Nous nous sommes alors intéressés a la distribution, par les SCN ou en aval via la mélatonine,
des messages photopériodiques élaborés par ’horloge.

Plusieurs facteurs dont le TGFa ont été évoqués comme étant secrétés par les SCN et
intervenant dans le contréle circadien de 1’activité locomotrice. Or le rythme d’activité
locomotrice est trés dépendant des conditions photopériodiques, en particulier chez le hamster
d’Europe. Dans le but d’établir a terme une corrélation entre les variations photopériodiques
du niveau d’expression du TGFa et de ’activité locomotrice, nous avons d’abord voulu
vérifier que le TGFa est bien impliqué dans le contréle de cette activité. Aussi, nous avons
vérifié si I’expression du TGFa dans les SCN varie suivant le caractére diurne ou nocturne ce

qui constitue la troisiéme partie de ma thése (chapitre D.3.).

Aprés avoir démontré que les SCN sont a la base de la construction de messages
photopériodiques, nous avons voulu déterminer comment ces messages peuvent étre décodés
par leurs cibles. La mélatonine est le principal médiateur hormonal des informations
rythmiques élaborées par les SCN. Une des cibles de la mélatonine les plus étudiées est la
Pars tuberalis de I’adénohypophyse dont les cellules expriment les récepteurs a la mélatonine
et interviennent dans le contrdle saisonnier de la synthése de prolactine, hormone impliquée
dans diverses adaptations saisonni¢res comme les variations de la qualité du pelage.

Nous avons donc vérifié que la Pars tuberalis est sensible, en terme d’expressions des genes
horloges, aux conditions photopériodiques. Nous avons également démontré que la
mélatonine elle-méme contréle 1’expression des génes horloges dans la Pars tuberalis
(chapitre D.4.). Ainsi nous montrons que les SCN, par I'intermédiaire de la mélatonine,
contrblent les variations saisonniéres d’expression des génes horloges dans la Pars

tuberalis.
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C. Matériels et méthodes
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1. Animaux et prélevements.

L’ensemble des données décrites ci-dessous est présenté figure 39.
1.1. CONDITIONS D’ELEVAGE.

Quelle que soit I’espece de rongeurs utilisée, les individus ont été maintenus dans des
conditions ad libitum d’accés a I’eau et a la nourriture. A Dintérieur des piéces en
photopériode contrélée, une lumiére rouge (inférieure a 1 lux) reste allumée en permanence

pour faciliter les manipulations pendant les phases nocturnes.

Les hamsters syriens (Mesocricetus auratus) males provenant soit de notre propre élevage,
soit de Harlan France (Ganat, France), ont été maintenus en photopériode longue (LP), dans
des conditions LP14:10 (14h de lumiére, 10h de nuit) ou LP16:8 en fonction des expériences.
Les photopériodes courtes (SP) associées sont respectivement SP10:14 et SP8:16. Lors des
prélevements, 4 ou 5 animaux ont été pris par point horaire, ils étaient donc regroupés dans
une méme cage. Les animaux restent en LDS8:16 pendant un temps variable, indiqué sur la
figure 39 par 4d (4 jours), 21d (21 jours), acc (acclimatés, soit 8 semaines), 26s (26 semaines,

et SP-R, photopériode réfractaire).

Les hamsters européens (Cricetus cricetus) males et femelles proviennent tous de notre
¢levage. IIs sont maintenus en cage individuelle contenant de la paille dans un enclos couvert.
Ces hamsters sont donc protégés des intempéries mais soumis aux conditions naturelles
d’éclairement et de température. Les animaux sont prélevés en été (4 animaux par point
horaire, photopériode longue naturelle, environ LP16:8) ou en hiver (6 animaux par point
horaire, photopériode courte naturelle, environ SP8:16), toutes les 3 heures pendant 24 heures.
Certains animaux en LP16:8 ont été injectés avec une solution de mélatonine (Img/kg) ou
saline, en début de nuit et sont sacrifiés 2 ou 4 heures apres injection, a raison de 4 animaux

par condition d’injection et par point horaire.

Les souris (Mus musculus) males provenant de Charles River (Lyon, France) et les rats
roussards (Arvicanthis ansorgei) femelles (expériences 1 et 2) et males (expériences 3 et 4)
provenant de notre propre élevage, ont tous été maintenus en photopériode LD12:12. Pour les

expériences 1 et 2, le protocole de prélévement est identique : les animaux (souris et rats) sont
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maintenus soit en LD12:12 soit pendant 2 jours en DD et 4 ou 5 animaux sont sacrifiés toutes
les 4 heures par condition d’éclairement. Dans les expériences 3 et 4, seuls des rats roussards
ont été utilisés. Pour ces expériences, une premicre partie des animaux est restée en LD12:12,
une deuxiéme en DD pendant 2 jours et enfin, une troisiéme, en DD pendant 2 jours avec une
exposition a la lumiére pendant le jour subjectif. Les heures de prélévement, les conditions
("Lum" pour créneau lumineux) et les durées d’exposition lumineuse sont indiquées dans la

figure 39.

Les moutons de Soay (Ovis aries) femelles proviennent du laboratoire du Dr Gérard Lincoln
(Edinburgh, Royaume-Uni) et sont placés en LP16:8 dans des boxes individuels. La
nourriture leur est donnée a raison de 500g par animal et par jour (Vitagrass, Cumbria, UK).
L’eau et la paille sont fournies ad libitum. Le jour des sacrifices, les animaux sont placés en
lumiere constante (LL pour light-light) afin d’inhiber la production endogene de mélatonine.
Les animaux regoivent un implant de mélatonine (Regulin; CEVA Animal Health, Chesham,

Bucks, UK), pour la moitié d’entre eux, 3 heures avant prélévement.

1.2. PRELEVEMENTS.

Les cerveaux des rongeurs qui feront I’objet d’une hybridation in situ sont prélevés aprés
décapitation et immédiatement congelés a —30°C dans de I’isopentane refroidi par des vapeurs
d’azote liquide. Les horaires de prélévements ainsi que le nombre d’animaux prélevés par
point dépendent de I’expérience. Ainsi, les prélévements ont été effectués toutes les 2, 3 ou
4 heures sur un cycle de 24 heures et le nombre d’animaux par point varie entre 4 et 6. Dans
le cas des moutons de Soay, les animaux ont été tués par une injection de pentobarbital. Dans
les dix minutes suivant 1’injection, 1’hypothalamus et ’hypophyse (en préservant la tige
hypophysaire) sont prélevés et congelés de maniere identique a celle des tissus de rongeurs.
Les cerveaux sont ensuite débités au cryostat en coupes de 14 ou 20um (en fonction de la
structure étudiée et de I’espece utilisée) et placés sur des lames gélatinées (1% gélatine, 0.4%

Alun de chrome) et stériles.

Dans certaines expériences, I’effet de la mélatonine exogene a été testé sur I’expression des
genes horloges. Des injections sous-cutanées de mélatonine ont donc été réalisées. Mais la
méthodologie utilisée est différente en fonction de I’espéce. Dans le cas des hamsters

d’Europe, la mélatonine, diluée dans du Ringer-Alcool (5% éthanol dans Ringer), est injectée
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en intra-péritonéal a I’aide d’une seringue a raison de 1mg/kg de mélatonine. Dans le cas des
moutons de Soay, G. Lincoln et H. Andersson (de D’institut de recherche médical "The
Queen", Edimbourg, UK) ont placé des implants sous-cutanés contenant de la mélatonine
(Regulin, CEVA Animal Health, Chesham, Bucks, UK) dans une des pattes arriéres. Les
groupes contréles ont recu soit une injection saline soit un implant ne contenant pas de

mélatonine.

Pour les mesures des niveaux hormonaux sanguins (mélatonine et prolactine) par dosage
radioimmunologique, le sang est récupéré dans des tubes héparinés. Les tubes sont ensuite
placés a 4°C jusqu’a centrifugation (4°C, 15min a 2000rpm) ce qui permet d’isoler le sérum
alors stocké a —20°C. Les prélévements de sang ont été effectués apres décapitation pour les
hamsters et, par aspiration au niveau de la veine jugulaire, a 1’aide d’une seringue, pour les
moutons. Dans certains cas, les quantités de mélatonine sont mesurées directement dans une
glande pinéale. Ces derniéres ont ¢été¢ prélevées, apres décapitation, et immédiatement

congelées par des vapeurs d’azote liquide.
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2. Hybridation in situ radioactive.

2.1. TECHNIQUE 1.

2.1.1. Clonage et synthése des sondes.

Les ribosondes sont obtenues a partir de la transcription d’ADN complémentaire de souris
(mADNc, m pour "mouse") ou de rat (rADNc). Des stocks a —80°C de bactéries Escherichia
coli XL10 transformées par des plasmides recombinants détenant la majorité des genes
d’intérét, sont disponibles au laboratoire. A partir de ces colonies, j’ai pu développer mes
propres outils. La synthése des sondes se déroule en deux étapes : extraction et linéarisation
des plasmides puis transcription de la zone d’intérét. Ces étapes sont semblables pour chaque
gene et sont détaillées plus particulierement pour 1’obtention des sondes antisens (AS) et sens
(S) de rPerl. De plus, les vecteurs et enzymes spécifiques (restriction et ARN polymérase) de
quelques inserts sont indiqués a titre indicatif, ainsi que leurs origines, figure 40.

Dans le cas des génes rAvp et rRev-erba, nous avons effectué une amplification par PCR
("polymerase chain reaction") a partir d’ADNc d’hypothalamus et des oligonucléotides 5'-
CCTGCTGGCCCTCACCTCT-3' et 5'-GGGGGCGATGGCTCAGTAG-3'" pour rAvp (acces
sous  GenBank : M25646) et 5-CCCCGCACCCCACCTCAG-3" et 5'-
AGCCCCCAGCAGCGTCTCC-3' pour rRev-erbea. (acces sous GenBank : NM 145775). La
taille des produits obtenus est vérifiée sur gel d’agarose (agarose 1%, lul bromure
d’¢éthidium -BET- 10mg/ml). IIs sont ensuite clonés en suivant le protocole pCR-Script Amp
SK(+) cloning vector (Stratagene). Les plasmides récupérés sont séquencés (AGOWA
sequencing services, Germany) afin de vérifier I’orientation et I’identité du fragment d’ADNc

cloné.

¢ Obtention des plasmides linéarisés.
Une partie du géne d’intérét est inséré au niveau du site de clonage multiple du plasmide qui,
dans le cas de rPerl, est un pGEM-T (Promega). La mise en culture d’une partie du stock de
bactéries, prélevée avec un cure dents a proximité d’un bec Bunsen, s’effectue en présence
d’ampicilline (100pg/pl) sous agitation a 37°C pendant 16h dans 100ml de milieu LB (NaCl
0.17M ; 10g tryptone ; 5g d’extraits de levure ; qsp 11 H,O autoclavée ; pH7). Les bactéries
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XL10 étant sensibles a cet antibiotique, elles ne peuvent donc pas se multiplier en sa
présence.

Mais, comme le plasmide pGEM-T posséde un geéne de résistance a 1’ampicilline, les
bactéries qui le contiennent, peuvent dégrader I’ampicilline et se diviser normalement et donc
dupliquer le plasmide.

L’extraction des plasmides est réalisée suivant le protocole QIAfilter (Qiagen Plasmid
Purification Handbook, 1997). Les plasmides extraits sont ensuite dilués pour atteindre une
concentration finale de 1pg/pul (déterminée avec un spectrophotométre Uvikon 922, Bio-Tek
Kontron). Ensuite, 20ul de plasmide sont linéarisés (37°C ; lnuit) par 2ul d’'une enzyme de
restriction spécifique 10U/ul (Sall pour la sonde AS et Sphl pour la sonde S, Fermentas), en
présence de 2.45ul de tampon d’enzyme 10X (Fermentas) contenant de 1’albumine de sérum
bovin (0.1pg/ul) pour favoriser la réaction enzymatique.

Une vérification du bon déroulement de la linéarisation est réalisée par électrophorese
horizontale (80V ; 50mA) sur gel d’agarose (agarose 1% ; 35ml tampon tris borate EDTA 1X
ou TBE 1X, Euromedex ; Ipul BET 10mg/ml, Fermentas) qui permet de distinguer les
plasmides en fonction de leur conformation (circulaire ou linéaire). Pour cela, 1ul de tampon
de charge 6X (Fermentas) est mélangé a soit 0.5ul de produit de linéarisation puis déposé
dans un puits du gel, soit 0.5ul de plasmide circulaire puis déposé¢ dans un autre puits du
méme gel. Aprés 1h30 de migration dans le gel en présence d’un tampon salin (500ml TBE
1X; 4ul BET) I’ADN est visualisé sous lumiere UV a 254nm. Comme la conformation d’un
plasmide linéaire différe de celle d’un plasmide circulaire, la distance parcourue par le front
de migration doit étre différente.

L’ADN linéarisé est ensuite purifié par une extraction au phénol-chloroforme suivie d’une
précipitation a 1’éthanol. Ainsi, I’ADN est mis en présence de 25ul de phénol / chloroforme /
Iso-amyl-ol (v/v/v: 25/24/1) puis aprés centrifugation (13000g ; 20min ; 4°C), la phase
aqueuse contenant I’ADN, est prélevée (environ 30ul) en évitant de prélever les débris situés
a I’interface des phases. Sa précipitation est alors effectuée en y ajoutant un mélange de 15ul
d’acétate d’ammonium 5M et de 112pl d’éthanol 100% et le tout est placé a -20°C pendant
2h, pour favoriser la précipitation, suivie d’une seconde centrifugation, dans les mémes
conditions. Le culot ainsi obtenu est lavé deux fois par de I’éthanol 80% (-20°C) puis
centrifugé afin d’éliminer les sels. Le culot est enfin repris dans de 1’eau autoclavée pour
obtenir une concentration de plasmides linéarisés de lug/pul (déterminée par

spectrophotométrie).
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Taille Enzyme de ARN Dpolvmérase
Géne Plasmide insert restriction poly Origine
(pb) AS S AS S
rPerl pGEM-T 981 Sall Sphl T7 SP6 Pr. Okamura
rPer2 pGEM-T 760 Ndel Ncol T7 SP6 Pr. Okamura
mClock | P&RSeript 3441 |Xhol  [Notl  |T7 T3 Pr. Takahashi
SK(+)
pCRSecript
rAVP SK(+) 472 Notl BamH1 |T7 T3 Lab.
pCRScript
rRev-erba SK(+) 983 Notl BamH1 |T7 T3 Lab.

Figure 40 : Exemples de plasmides et d’enzymes utilisées pour la réalisation de ribosondes

spécifiques.
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¢ Transcription des plasmides linéarisés.

Les sondes sont obtenues par transcription (37°C ; 1h45, Maxiscript, Ambion) de lug de
plasmides linéarisés (AS ou S) en présence de 1ul d’UTP 0.25mM, 1ul de chacun des autres
désoxyribonucléotides 10mM (ATP, CTP et GTP), 50uCi de **S-UTP (Amersham), 10U
d’ARN polymérase spécifique (T7 pour la sonde AS et SP6 pour la sonde S dans le cas de
rPerl), 2ul de tampon spécifique a I’enzyme 10X et qsp 20ul H,O autoclavée. Ensuite, 1ul de
ADNase est ajouté au mélange réactionnel pendant 15min pour digérer le plasmide.

Deux étapes de purification sont alors effectuées. La premiére est effectuée en ajoutant 100ul
de phénol / chloroforme / Iso-amyl-ol (v/v/v : 25/24/1), 70ul d’acétate d’ammonium 5M et
30ul d’eau autoclavée, puis une centrifugation (13000g ; 20min ; 4°C) permet de séparer la
phase aqueuse contenant les ARN, des protéines et autres contaminants. Ce surnageant
(environ 130pl) est repris dans 10ul d’ARNt (3mg/ml, Roche), 325ul d’éthanol 100% (-20°C)
et placé a -20°C pendant une nuit, ce qui permet de précipiter les ARN, avant une seconde
centrifugation. Les sels ayant précipités avec les ARN sont dissous avec 400ul d’éthanol 80%
et ensuite ¢liminés par centrifugation. Le nouveau culot est repris dans 98ul d’eau autoclavée
et 2ul de dithiothréitol (DTT) 1M pour éviter I’oxydation des sondes.

Dans le cas des sondes mClock, leur grande taille (3441pb) rend difficile leur entrée dans les
cellules. En conséquence, avant 1’étape de lavage des sels, on réduit leur taille & environ
250pb par une réaction d’hydrolyse alcaline (50ul d’eau; 50ul de tampon carbonate de
sodium 0.2M pH10 ; 60°C). La durée (d) de cette réaction est calculée théoriquement avec la
formule :

d = [(Li-Lg)/(0.11x LixL¢)] avec L; la longueur initiale de la sonde et L¢ sa longueur finale,
théoriquement 250pb ; d=34min dans le cas des sondes mClock. Cette réaction est neutralisée

(8ul d’acide acétique 10% ; 60ul d’acétate d’ammonium 5M ; 375ul d’éthanol 100%).
2.1.2. Hybridation.

Les coupes sur lames sont traitées en 3 étapes successives : la préhybridation qui permet de
diminuer le marquage non spécifique, I’hybridation proprement dite entre la sonde et le tissu,
et la posthybridation qui permet de rincer les lames pour supprimer les sondes non hybridées.

L’ensemble de ces étapes est représenté figure 41.
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Figure 41 : Représentation schématique du protocole d’hybridation in situ.
A. Préhybridation. B. Hybridation. C. Posthybridation.
anh.ac., anhydride acétique; gly, glycine; PBS, tampon phosphate

salin;

PFA,

paraformaldéhyde; RibA, ribonucléase A; Rnases, tampon Rnases; SSC, tampon citrate salin;

TEA, triéthanolamine.
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¢ Préhybridation

Afin de préserver la qualités des tissus, le premier traitement consiste en une fixation par le
paraformaldéhyde 4% dans du tampon phosphate (PBS) 1X (a partir d’un stock de PBS10X :
80g NacCl, 2g KCl, 11.5g Na,HPO4 anhydre, 2g KH,PO4, gsp 11 H,O autoclavée). Les lames
sont ensuite rincées dans un premier bain salin de PBS 1X puis dans un second de tampon
citrate de sodium (SSC) 2X (Euromedex). Les coupes sont soumises a un second traitement,
trié¢thanolamine 0.1M, en présence d’anhydride acétique qui permet de diminuer les sites de
liaisons non-spécifiques en empéchant la formation de liaisons électrostatiques entre la sonde
et le tissu. Apres ringage avec du SSC 2X, puis du PBS 1X, les lames sont immergées dans
une solution tampon de Tris 0.1M contenant de la glycine afin de diminuer encore davantage
les sites de liaisons non-spécifiques. Aprés un nouveau ringage identique au précédent, les
coupes sont déshydratées dans des bains d’alcool de concentration croissante (de 70 a 100%)
pour éviter la dilution du milieu d’hybridation donc d’homogénéiser la concentration de sonde

appliquée sur chaque lame. Les lames sont séchées a 1’air libre avant hybridation.

¢ Hybridation

La sonde est dénaturée (95°C, Smin) puis sa renaturation est bloquée (4°C, 2min) avant d’étre
mélangée au milieu d’hybridation préchauffé a 54°C. Les proportions de la sonde et du milieu
d’hybridation sont calculées en fonction de la concentration de sonde requise. Le milieu
d’hybridation permet de saturer les sites non-spécifiques, d’éviter I’oxydation de la sonde et
de diminuer la stringence, le volume aqueux et la température de fusion (voir figure 41B).
Les lames sont disposées sur une plaque chauffante (54°C) puis la sonde est déposée sur les
coupes a raison de 70ul par lame. Des lamelles en verre siliconées (silicone dans isopropanol,
Serva ; étuve, 35°C, 1nuit) et stérilisées sont disposées sur les lames qui sont ensuite placées
au four pendant une nuit, dans une boite fermée hermétiquement (pour éviter 1’évaporation)
en présence d’une solution formamide 50%, SSC 2X. La température du four est de 62°C

dans le cas des sondes mCry2 et de 54°C pour les autres sondes.

¢ Posthybridation

Les différents traitements de posthybridation permettent de diminuer le bruit de fond par
¢limination par une ribonucléase des sondes non hybridées et suppression des hybridations
non-spécifiques par des bains successifs de stringence croissante (voir figure 41C). Les
lamelles sont retirées des lames qui sont rincées dans 2 bains successifs de SSC 2X. Les

coupes sont ensuite traitées par la ribonucléaseA (2ug/ul, Sigma) dans un bain de tampon
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ARNase 1X (a partir d’un stock de tampon ARNase 10X : 100ml Tris 1M pH7,4; 20ml
EDTA 0,5M pHS ; 292.2g NaCl ; qsp 11 H0 pure). Aprés un lavage dans du tampon ARNase,
les coupes sont immergées dans plusieurs bains successifs, de concentration de sels
décroissante et de température croissante. Les coupes sont ensuite déshydratées dans 1’alcool
puis séchées a I’air libre.

Le matériel contaminé (eppendorfs, lamelles, premier bain de ringage) est récupéré dans une

poubelle spécifique puis stocké pendant plusieurs mois jusqu’a disparition de la radioactivité.

¢ Réalisation d’un autoradiogramme en lumiere inactinique

En chambre noire, un plan film (Bio Max MS, Kodak) est positionné au contact des lames
hybridées et d’une lame contenant une gamme standard au *°S ou au '*C (présentes au
laboratoire), dans une cassette étanche que 1’on place a I’obscurité pendant une semaine. Les
émissions B dues au >°S ionisent les cristaux d’argent contenus dans le plan film ce qui forme
une image latente. Par immersion du plan film dans un bain de révélation (4min, D-19,
Kodak, dilué 1:4) puis un bain de fixation (3min, Hypam, Ilford, dilué 1:5) suivis tous deux
par un ringage a 1’eau courante, une image visible de grains d’argent métallique est alors
formée et les cristaux non ionisés sont dissous. On obtient alors un marquage au niveau des
émissions B. L’intensité de ce marquage est fonction de la quantité de *°S présente qui est

proportionnelle au nombre d’hybrides formés.

¢ Exploitation de I’autoradiogramme

Un analyseur d’images (Biocom, Rag 200) permet de mesurer la transmission du plan film.
L’étalonnage par la gamme standard au *°S permet de mettre en relation la densité optique et
la quantité de radioactivité qui, elle-méme correspond a un niveau relatif d’ARNm endogéne.
Par coupe, deux mesures de densité optique (DO) sont effectuées dans les SCN et deux autres
dans la zone périventriculaire (zone d’hybridation "non spécifique" car n’exprimant pas de
gene horloge d’apres la littérature). La soustraction de la moyenne obtenue dans la zone non
spécifique de celle des NSC permet d’obtenir le niveau correspondant a 1’hybridation
spécifique, donc un niveau relatif d’ARNm. Pour chaque animal, une moyenne est calculée a
partir des mesures obtenues pour trois coupes. Pour chaque point horaire, nous avons donc
plusieurs valeurs correspondantes aux moyennes obtenues pour chaque animal. Comme la
variabilité intra-individuelle est inférieure a la variabilité inter-individuelle pour chaque point
horaire, nous calculons la moyenne de I’ensemble des moyennes obtenues pour chaque

animal.
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2.2. TECHNIQUE 2.

Au cours de mon stage effectué¢ dans le laboratoire de David Hazlerigg (Aberdeen, Scotland,
UK), j'ai pu apprendre une autre fagon d'effectuer des hybridations in situ avec des ribosondes
radioactives. La préparation des plasmides est identique a celle vu précédemment mais la
réalisation de certaines étapes (syntheése de sondes et hybridation) étant différente, elles sont

détaillées ci-apres.
2.2.1. Syntheése des sondes.

Dans l’ordre, sous hotte, sont ajoutés 7.5ul de DEPC-H20, 2.5ul de tampon de
Transcription 10X, 2.5ul (approx. 1 pg) d'ADNc, 1ul de chaque rC/G/A-TP (ou 3ul d’une
mélange 1:1:1), 1ul de DTT 0.75M, 1ul soit 1U de RNAsine (pour inhiber les ARNases), 4l
de ¥S-UTP (50uCi) et 1pl d'enzyme de transcription (T3,T7 ou SP6, 10U/ul). La réaction de
transcription s’effectue a 37°C pendant 2h puis apreés ajout de 2ul ADNase encore pendant
30min. Apres avoir doublé le volume du milieu de synthése de ribosonde avec de I’eau
autoclavée, ce milieu est déposé sur une colonne (Chroma-spin30; Ozyme) préalablement
équilibrée qui est mise a centrifuger, pendant Smin a 700rcf. Le principe de la colonne est de
retenir les molécules dont le poids est inférieur & 17pb. Ainsi, le *>S-UTP non incorporé et le
plasmide digéré sont retenus dans la colonne. La sonde purifiée éluée est utilisée tout de suite
ou stockée a —20°C. Afin de vérifier le pourcentage d’incorporation de I’UTP radioactif, une
fraction (1pul) du mélange est prélevée avant et aprés centrifugation et placée dans 4ml de
scintillant, permettant ainsi de procéder au comptage de la radioactivité en cpm avec un

compteur d’émissions f3.
2.2.2. Hybridation.

¢ Préhybridation

La fixation s’effectue a 4°C en présence de paraformaldéhyde a 4% dilué dans du tampon
phosphate (PB) 0.1M (solution mére a 1M : 227.2g Na,HPO4 anhydre, 50.25g NaH,PO4-H,0,
gsp 21 H,O, 2ml diethylpyrocarbonate, une nuit sous hotte puis autoclavée). Deux lavages
successifs au PB 0.1M (5min) permettent d’éliminer le reste de paraformaldéhyde. Ensuite, le
traitement par I’anhydride acétique en présence de triéthanolamine 0.1M (1ml d’anhydride

acétique pour 500ml de triéthanolamine) est fait pendant 10min sous agitation. Un nouveau
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lavage (2 fois S5min au PB 0.1M) est alors effectué¢ avant la déshydratation par des bains
d’alcool de concentration croissante (de 70% a 100%, 3min par bain). Les lames sont ensuite

séchées a I’air libre jusqu’a I’hybridation.

¢ Hybridation

Le volume prélevé de sonde est calculé de facon a pouvoir déposer au minimum 10°cpm par
lame avec un volume de dépot égal a 80ul par lame. Pour 50 lames, ce volume de sonde est
mélangé avec 200ul d’ARNt 10mg/ml ; 40ul de DTT 1M ; gsp 460ul H,O autoclavée. Ce
mélange est ensuite ajouté a 4ml de milieu d’hybridation. Celui-ci est constitué¢ de 2.5ml de
formamide, 300ul NaCl 1M, 100ul de Denhardts 50X, 50ul de TRIS 1M pHS, 10ul d’EDTA
0.5M, 40ul d’H,O et Iml de Dextran sulfate 50%. Ce mélange est alors déposé (80pul) sur une
lamelle stérile. Chaque lame est alors déposée sur la lamelle et forme un ensemble scellé avec
une colle pour histologie (DPX, Fluka). Les lames sont enfin placées au four a 54°C pour une

nuit.

¢ Posthybridation

Apres avoir enlevé la colle, les lames sont immédiatement plongées dans une solution de
SSC 4X. Puis les lamelles sont enlevées a leur tour et les lames sont alors plongées Smin dans
un second bain de SSC 4X puis dans un troisiéme bain de SSC 4X. Un traitement par la
ribonucléaseA (600ul a 10mg/ml pour 300ml de tampon ARNase) a 37°C pendant 30min est
alors effectué. Le tampon ARNase utilis¢ ici est formé de 30ml NaCl 5M, 3ml de TRIS 1M
pHS, 600ul d’EDTA 0.5M, gsp 300ml H,0. Ensuite, les lames sont plongées pendant Smin en
présence de DTT dans plusieurs bains de stringence croissante (de SSC 2X a SSC 0.1X et de
température ambiante a 60°C). Les coupes subissent enfin une déshydratation identique a la

préhybridation puis sont mises a sécher a I’air libre, pendant 1 heure.

¢ Exploitation de I’autoradiogramme

L’obtention de 1’autoradiogramme est identique a la méthode du laboratoire strasbourgeois
sauf pour I’utilisation de film MR (Bio Max MS, Kodak) a la place des films MS. Les films
sont ensuite scannés et I’image est traitée avec le logiciel Image J (NIH) en utilisant comme
gamme 6talon des standards de densité optique non radioactifs (Aberdeen) ou au '*C
(Strasbourg).

Le deuxiéme protocole d’hybridation in situ offrant de meilleur rapport signal/bruit de fond,

je me suis servi de celui-ci pour la suite de ma thése.
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3. Dosages radioimmunologiques.

Les concentrations en prolactine et en mélatonine plasmatique ou en mélatonine dans la
glande pinéale, sont déterminées par des dosages radioimmunologiques spécifiques. Cette
méthode est basée sur la compétition d’un ligand "froid" et du méme ligand radioactif marqué
a I’iode 125 sur un anticorps spécifique. Une fois que 1’équilibre de fixation sur I’anticorps est
atteint, on isole la fraction liée a I’anticorps. La radioactivité (de type gamma) est ensuite
quantifiée, et en référence a une gamme étalon, les concentrations en mélatonine et en
prolactine sont déduites.

Pour le dosage de la prolactine, la méthode utilisée est celle décrite par McNeilly et Andrews
en 1974. Pour le dosage de la mélatonine, un anticorps polyclonal spécifique pour la
mélatonine (R 19540 INRA, Nouzilly, France, pour les expériences effectuées a Strasbourg et
PF-1288 ; SPI-BIO, Paris, France, pour celles réalisées a Aberdeen) a été utilisé, a une
concentration finale de 1/90000. A raison de 100 pl, cet anticorps est mis en présence de 25 pl
d’échantillon (ou de standard de la gamme étalon) et de 100 pul de mélatonine marquée
(10000 cpm/100 pl), durant au moins une nuit a 4 °C afin d’atteindre 1’équilibre de liaison sur
I’anticorps. Aprés cette incubation, la fraction liée a 1’anticorps est précipitée avec du sérum
de mouton anti-lapin (INRA, Nouzilly, France). Cette précipitation est suivie d’une
centrifugation (4000 rpm, 30 min a 4 °C) et le surnageant obtenu est aspiré. La radioactivité
des culots est alors quantifiée et la concentration de mélatonine déterminée.

Les dosages radioimmunologiques ont été réalisés, chez le mouton, par 1’équipe du Dr Gérard

Lincoln et, chez les rongeurs, par le Dr Berthe Vivien-Roels.
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4., Statistiques et Modélisations mathématiques.

L'analyse statistique a ¢été réalisée en 2 étapes : des analyses de variance ont permis de
déterminer si I'expression des génes (ou la présence des hormones) était dépendante du temps.
Une analyse de la variance a deux facteurs, suivie d’une analyse post-hoc a permis de montrer
des différences d’expression des genes/de présence des hormones en fonction des traitements.
Dans certains cas ou nous voulions quantifier précisément ces effets, des régressions non
linéaires ont été calculées. Dans tous les cas, un effet est considéré comme significatif si

p<0.05.

4.1. Analyse de la variance.

Les analyses de variance ont ¢été réalisées en fonction des expériences a l'aide des logiciels
Minitab® ou Prism. Une ANOVA 4 un facteur (facteur horaire) est effectuée pour déterminer
un éventuel effet du temps. Ensuite, une seconde ANOVA a 2 facteurs (facteur horaire et
facteur traitement) est effectuée et 1'é¢tude de I’interaction horaire*traitement a permis de
déterminer si le traitement influe sur les données mesurées en fonction du temps. Une analyse
post-hoc (tests de Bonferroni ou de Tukey en fonction des expériences) permet de montrer
quelles valeurs sont différentes des autres de fagon statistiquement significative. En fonction
des études, le facteur traitement correspond aux conditions d’éclairement (LD vs DD, LP vs
SP, SP de courte durée vs SP de longue durée) ou aux conditions d’injection (mélatonine vs

saline ou implant contenant de la mélatonine vs implant sans mélatonine).

4.2. Régressions non linéaires.

L'analyse post-hoc ne donnant aucune quantification précise des effets, j'ai eu recours a des
régressions non linéaires des profils d'expression des ARNm (ou de présence des hormones),
en utilisant le logiciel Sigmaplot®. En fonction des études, deux types de régressions ont été

utilisés.
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4.2.1. Analyse du cosinor.

La premiére formule mathématique utilisée correspond a 1’analyse du cosinor. Cela nous a
permis de chercher une courbe modélisant des variations d’une donnée sur 24 heures
précisément. L.’équation correspondante est : y = A+(B*cos(2n(x—C )/24)), ou A est le niveau
moyen, B ’amplitude et C I’acrophase du pic. Dans certains cas, un test-t a été utilisé¢ pour

comparer deux conditions entre elles.

4.2.2. Equation a un ou deux pics logistiques.

En fonction des profils d’expression obtenus, une régression non linéaire permettant

I’apparition d’un ou deux pics, a été recherchée.

4.2.2.1. Equation a un pic logistique.

Dans les diverses études ou nous étudiions 1’effet de la photopériode sur 1’expression des
genes et sur la présence de mélatonine, une équation permettant de quantifier précisément
I’effet de la photopériode sur différents criteres, a été utilisée. Les profils d'expression ont été
linéarisés en utilisant 1'équation d'une courbe a un pic logistique :

= y0 + (ymax/((1+exp(slope; *(phi-x)))*(1+exp(slope,*(x-phi-d)))))

La régression permet de déterminer 4 valeurs :

1/ le niveau minimal moyen de l'expression de ' ARNm (y0).

2/ le niveau maximal moyen de I'expression de ' ARNm (ymax).

3/ le temps de demi-montée, qui correspond a I'heure ou la présence des I'ARNm atteint 50%
de la présence maximale (phi).

4/ la durée du taux maximal des ARNm (d).

Ensuite, une seconde régression non linéaire combinée aux deux photopériodes comparées,
permet d’augmenter la puissance du test puisque la régression est réalisée a partir de
I’ensemble des données de chaque condition photopériodique. Cette régression est calculée
avec I’équation :

f= (y0+Ag) + ((ymax+Aa)/((1+exp(slope; *(phi-x+Ay)))*(1+exp(slope,*(x-phi -A,-d-Ag)))))
et, elle permet de déterminer 4 valeurs :

1/ 1a différence de niveau de base (Ap).

2/ la différence d’amplitude entre les 2 photopériodes (Ax).
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3/ ’avance (ou le retard) de phase au temps de demi-montée (A,)).

4/ la différence de durée du taux maximal des ARNm (Ay).

Un effet sur I’ensemble de ces variables (niveau basal, amplitude du rythme, phase du rythme
(au temps de demi-montée), durée du pic des ARNm) a toujours été recherché. Cependant,
pour faciliter la lecture, le résultat de ces calculs ne sera présenté que dans les cas ou les effets
recherchés sont significatifs. Ces tests sont les plus précis pour comparer les résultats obtenus
dans nos diverses conditions d’éclairement ou d’injection, et seront donc a la base des

discussions lorsque les valeurs mesurées pour chaque condition permettent leur réalisation.

4.2.2.2. Equation a deux pics logistiques.

Dans la premicre étude (chapitre D.1.1.), dans le cas du gene Cry2, une modélisation a deux
pics logistiques a di étre utilisée. En effet, aucune régression non linéaire a un pic logistique
n’¢était significative. Nous avons donc utilis€ la régression suivante :

= y0 + (ymax,/((1+exp(slope; *(phi;-x)))*(1+exp(slope,*(x-phi;-d;)))))

+ (ymaxy/((1+exp(slopes*(phiy-x)))*(1+exp(slopes™(x-phiz-d2)))))

Les symboles correspondent a ceux utilisés précédemment. Pour comparer les données
obtenues dans les deux conditions photopériodiques, nous avons donc cherché les effets aussi
bien sur le premier pic que sur le second. La formule utilisée est donc :

f= (y0+Ag) + ((ymax;+Aa)/((1+exp(slope;*(phii-x+Ay))) *(1+exp(sloper*(x-phii-Ay-di-Ag)))))
+ ((ymaxa+Aa2)/((1+exp(slopes*(phix-x+Ay2))) *(1+exp(slopes™(x-phir-Ayo-dr-Ag2)))))

ce qui nous a permis de chercher un effet significatif sur les mémes critéres que

précédemment et sur les deux pics.
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D. Résultats & Discussions
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1. Influence de la photopériode sur le fonctionnement

nycthémeéral de I’horloge circadienne.

1.1. CHEZ LE HAMSTER SYRIEN.

1.1.1. Introduction.

Nous avons vu précédemment que la génération et le maintien de la rythmicité circadienne
¢taient liés a 1’existence de boucles moléculaires transcriptionnelles et traductionelles faisant
intervenir plusieurs genes, les génes horloges ( ). L’expression de ces
genes apparait régulée non seulement sur le plan journalier mais aussi sur le plan saisonnier.
En effet, quelques données de la littérature montrent qu’un changement du régime
photopériodique, de LP vers SP, induit un raccourcissement de la durée des pics d’ARNm et
de protéines des genes Perl et Per2 (

). Ces données sont incompletes car elles ne concernent
qu’une faible partie de I’horloge moléculaire des SCN et ne permettent donc pas de prédire
précisément le fonctionnement saisonnier des SCN. De plus, les études préliminaires ont été
effectuées chez le rat et la souris, deux especes dont la physiologie n’est pas typiquement
photopériodique.

Nous avons donc décidé d’étudier I’expression de I’ensemble des génes horloges connus alors
chez le hamster syrien, en fonction de deux conditions photopériodiques : LD14:10 (LP) et
LD10:14 (SP). L’¢étude a été effectuée par détection des ARNm endogenes codant les

protéines horloges par hybridation in situ radioactive.
1.1.2. Reésultats.

Les expressions des geénes horloges dans les SCN du hamster syrien sont présentées
figure 42. Le ZTO0 a été choisi comme étant 1’apparition du jour et a été pris comme temps de
référence pour comparer les deux photopériodes. Les différences entre les photopériodes SP et
LP en termes de durée, d’amplitude, de niveau basal et de décalage de phase (au temps de
demi-montée) ont été recherchées et sont présentées comme valeur calculée + SEM. Les

résultats de ’ANOVA a un et a deux facteurs (F test) sont vérifiés comme suit:

*kx=n<(.001, **=p<0.01, *=p<0.05.
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Figure 42 : Expression journaliére des genes horloges dans les SCN du hamster Syrien dans
deux conditions photopériodiques.

Gauche : niveaux d’ARNm des génes horloges déterminés par hybridation in situ radioactive
en LP (LD14:10, triangles) et SP (LD10:14, carrés). Chaque point représente la moyenne *
SEM de 4 animaux. Droite : régression non linéaires des niveaux d’ARNm en LP (lignes
continues) et en SP (lignes discontinues). Les régressions sont calculées avec une équation a
un pic logistique pour Perl, Per2, Per3, Cryl, Bmall et Clock (sauf en LP ou la ligne
représente la moyenne de 1’ensemble des valeurs de cette photopériode) et a deux pics pour
Cry2 (voir paragraphe D.1.1.2. pour les détails).
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Une expression journaliére des ARNm des genes Periods est observée en SP et en LP. En LP,
les expressions maximales sont obtenues vers ZT9 pour Perl, ZT12 pour Per2 et ZT7-13
pour Per3. En SP, les pics apparaissent a ZT5 pour Perl, ZT9 pour Per2, et ZT4-8 pour Per3.
La photopériode a une large influence sur la durée des pics de Perl, Per2, et Per3 avec des
pics plus courts en SP (-2h26+0h48**, -3h59+0h43***  -3h06+1h01** respectivement). La
SP induit également une avance de phase du pic de Perl (-1h18+0h34*) et de Per3 (-
2h24+0h41***). De plus, ’amplitude du pic de Per3 en SP est augmentée (+49.9+15.3%**).

Un rythme des niveaux d’ARNm des Cryptochromes est observé sous les deux régimes
photopériodiques. La présence des ARNm de Cryl présente un pic vers ZT13 en LP et ZT10
en SP. La durée du pic n’est pas affectée par la photopériode. Néanmoins, en SP par rapport a
LP, le pic des ARNm de Cryl est en avance de phase (-3h43+0h26***) et le niveau basal est
réduit (-23.1£6.0%***). Pour Cry2, les profils sont biphasiques, avec un petit pic a ZT3 dans
les deux photopériodes et des niveaux élevés a la transition jour/nuit en LP et durant la nuit en
SP. La photopériode n’a pas d’influence sur le pic a ZT3 et le second pic est, quant a lui,

raccourci (-2h52+1h17%*) et de plus faible amplitude (-55.2£17.1%**) en SP.

L’expression de Bmall est rythmique dans les deux photopériodes avec des maximums
obtenus la nuit entre ZT14 et ZT20 en LP et ZT11-ZT18 en SP. La seule différence
significative est une avance de phase en SP par rapport a LP (-2h25+0h23***),

Enfin, les niveaux des ARNm du géne Clock montrent des variations en LP (p<0.01,
ANOVA; F;136=3.10) comme en SP (p<0.001, ANOVA F,;3=7.51). Néanmoins, des
régressions non-linéaires avec un ou deux pics logistiques ne peuvent pas correspondre aux
niveaux d’ARNm de Clock en LP. A I’inverse, I’analyse de la régression montre un rythme

des ARNm de Clock en SP avec des valeurs plus faibles de ZT22 a ZT5.

Ce premier travail a été publi¢ dans Neuroscience en 2003.
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1.1.3. Discussion.

A notre connaissance, notre ¢tude décrit pour la premicre fois les profils journaliers des génes
Cryl, Cry2, Bmall et Clock chez un rongeur photopériodique. Nos résultats montrent que les
profils d’expression de I’ensemble des génes horloges étudiés sont affectés par un
changement de photopériode, mais selon des modalités différentes.

Dans les conditions naturelles, 1’augmentation ou la réduction progressive de la photopériode
affecte a la fois les transitions jour/nuit et nuit/jour. Dans les conditions de laboratoire, les
animaux subissent un changement abrupt de la photopériode et sont maintenus plusieurs
semaines (8 dans notre cas) en photopériode stable. Comme la lumicre parait étre le Zeitgeber
le plus puissant, nous avons fait le choix (arbitraire) de définir I’arrivée de la lumiére comme
étant le ZTO et de présenter les résultats en fonction de ce ZT, méme si un modele alternatif a
été proposé ( ). De ce fait, les effets photopériodiques d’avances de phase

doivent étre compris avec le ZT0 comme référence.

Les régressions non-linéaires des profils journaliers permettent de comparer statistiquement
les effets de la photopériode. Nos résultats confirment les études préalables montrant des pics
d’ARNm de Perl et de Per2 raccourcis en LDS8 :16 comparés a LD16:8 (

). Dans notre étude,
les hamsters syriens étaient maintenus en LD14:10 et LD10:14. Méme dans ces conditions de
différences moindres entre les deux conditions lumineuses, des variations photopériodiques
pour la durée de présence des ARNm de Perl et de Per2 sont observées (2h26+0h48 et
3h59+0h43, respectivement). Ces différences sont plus faibles que celles décrites dans les
études avec 16h ou 8h de lumiere. De plus, en utilisant 1’expression de c-fos induite par la
lumiére, chez le hamster syrien dans 3 conditions photopériodiques, le laboratoire avait déja
montré que la durée de la phase photosensible des SCN est dépendante de la durée de la nuit
( ). L’ensemble de ces données permet de conclure que le systéme

journalier est régulé par la durée de la photopériode.

Comme ceux des génes Perl/2, les niveaux d’ARNm de Per3 présentent également un pic de
durée réduite en SP comparé a LP. Cependant, I’expression des trois genes Pers est trés
différente. Seuls Perl et Per3 montrent des avances de phase en SP par rapport a LP, de plus,
seul Per3 a des quantités d’ARNm plus élevées en SP. Nous montrons que 1’expression de

Cryl est rythmique avec un profil sinusoidal trés similaire entre les deux photopériodes. Le
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rythme présente une avance de phase et une diminution du niveau basal en SP. A I'inverse, les
profils d’expression de Cry2 présentent deux pics, dans les deux photopériodes. Le profil
d’expression du gene Cry2 mais pas du géne Cryl est donc en contradiction avec les profils
décrits dans la littérature. Chez la souris, par exemple, I’expression de Cryl est rythmique
alors que les résultats pour Cry2 sont controversés (

). En effet, soit ’expression de Cry2 est arythmique, soit
elle est rythmique et présente alors un pic d’ARNm a la transition jour/nuit. Le second pic que
nous décrivons ici pourrait correspondre a celui trouvé chez la souris. Concernant le premier
pic, des différences inter-espéces mais aussi la fréquence des prélévements (toutes les deux
heures dans notre cas) pourraient expliquer sa présence dans notre étude. Chez le hamster
syrien, nous avons observé que la SP affecte I’expression de Cry2 par diminution de la durée
et de I’amplitude du pic durant la nuit. Le role physiologique du pic observé en début de jour
est inconnu. Pour Bmall, la présence rythmique de ses ARNm en SP est en avance de phase
par rapport a la condition LP. De maniére surprenante, le pattern d’expression de Clock est
trés différent entre LP et SP. Alors que cette expression est continuellement élevée en LP, un
pattern rythmique est observé en SP avec des niveaux diminués, de la fin de nuit jusqu’au

milieu de jour.

Si nous considérons le modele moléculaire en vigueur actuellement, la diminution de la durée
des pics de Perl/2/3 et de Cry2 en SP, pourrait étre due a une diminution de la stimulation
transcriptionnelle par I’hétérodimére CLOCK/BMALIL. Or, en effet nous observons une
diminution des niveaux des ARNm du géne Clock en SP. Cependant, les quantités de
protéines CLOCK ne sont pas forcément diminuées. Mais, si nous supposons qu’une relation
linéaire existe entre les taux d’ARNm et de protéine ( ), nous pouvons
imaginer que 1’apparition d’un rythme d’expression du géne Clock en SP est importante pour
1’établissement d’une nouvelle relation de phase entre acteurs négatifs (génes Pers et Crys) et
positifs des boucles de régulations. Les niveaux d’ARNm de Clock diminuant en fin de nuit
en SP, on peut supposer des niveaux plus faibles de protéine CLOCK pendant le jour, d’ou
une diminution de la formation des hétérodimeéres CLOCK/BMALI1 provoquant une
activation transcriptionnelle réduite et de ce fait, des durées de pics raccourcies pour les genes

Pers et Crys.

La durée plus courte du pic de Per2 que nous observons en SP pourrait étre responsable du

pic plus court de la protéine PER2 reporté par Nuesslein-Hildesheim et coll. (2000). Si PER2
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joue un réle dans la transactivation du géene Bmall ( ),
on peut alors supposer la présence d’un pic également plus court pour Bmall en SP, mais cet
effet n’est pas observé. Comme la période de I’horloge reste identique, indépendamment de la
photopériode (I’entrainement par le cycle lumiére/obscurité étant toujours de 24heures), des
mécanismes additionnels comme des phosphorylations (

), des variations pour les taux et les vitesses de dégradations protéiques
( ) ou encore des régulations complexes aux niveaux transcriptionnel et
post-transcriptionnel, permettraient d’expliquer que la durée du pic de Per2 varie mais pas
celle de Bmall. De plus, notre étude n’a pas porté sur le géne Rev-erba car nous ne
disposions pas encore a 1’époque de la sonde dirigée contre ses ARNm. Comme I’effet de
PER2 sur la transcription de Bmall n’est pas direct mais s’effectue par I’intermédiaire d’une
diminution de la transcription de Rev-erba (dont la protéine inhibe celle de Bmall) une étude
présentant les variations des quantités d’ARNm de Rev-erba est nécessaire pour mieux
comprendre les relations entre PER2, Bmall et donc Rev-erba. De plus, afin de vérifier que
I’effet observé ici n’est pas spécifique au hamster syrien, la nouvelle étude devra s’effectuer
chez une autre espece de rongeur a physiologie saisonnieére. Une €tude chez le hamster

d’Europe a de ce fait été effectuée (voir chapitre D.1.2.).

Dans la problématique qui est de comprendre 1’effet de la photopériode sur I’expression des
genes horloges dans les SCN, un mode¢le suppose 1’existence d’un oscillateur du matin et un
oscillateur du soir ( ) qui seraient d’apres Daan et coll. (2001) dirigés
par Perl/Cryl et par Per2/Cry2, respectivement. Dans notre étude, les profils d’ARNm de
Perl et de Per2 peuvent confirmer cette hypothése. En effet, les profils de Perl et de Per2
pourraient étre centrés sur I’aube et le crépuscule, respectivement. Cependant, le profil
d’expression de Cryl et celui de Cry2 ne correspond pas au modele. Dans les deux
photopériodes, 1’expression maximale de Cryl est strictement corrélée avec la transition
jour/nuit et serait alors un acteur de I’oscillateur du soir et non de celui du matin. De plus, le
pic d’expression de Cry2 est effectivement corrélé a la transition jour/nuit en LP, ce qui est
attendu pour un oscillateur du soir, mais pas dans les conditions SP. Nos résultats ne sont
donc pas en accord avec I’hypothése de 1’équipe de Daan. Si les oscillateurs du matin et du
soir existent réellement, ils semblent peu probable que leur support soit Perl/Cryl pour le

premier et soit Per2/Cry2 pour le second.
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Aussi, un changement photopériodique retentit essentiellement sur la durée d’expression des

Pers. Un effet stimulateur de la lumic¢re a ét¢ montré pour Perl et Per2, chez la souris

( ) et chez le hamster
syrien ( ), alors que Per3 n’est pas directement inductible par un créneau de
lumiére ni chez la souris ( ) ni chez le hamster syrien
( ). Donc, la durée de la période lumineuse est probablement intégrée

en premier par la durée d’expression des génes Perl et Per2. Cet effet pourrait induire un
ajustement progressif de I’expression des autres composants de 1’horloge circadienne jusqu’a
la formation d’un état stable correspondant a la photopériode présente. Une nouvelle étude, en
effectuant des mesures des niveaux d’ARNm aprés avoir placé les animaux pendant
différentes durées en SP devrait permettre de répondre a cette question. Nous avons donc
effectué ce décours temporel de 1’effet d’un changement de photopériode chez le hamster

syrien (voir chapitre D.2.1.).

Cette premicre étude montre que I’horloge moléculaire contenue dans les SCN fonctionne
différemment en fonction des conditions photopériodiques. Cette expérience réalisée en
conditions LD refléte d’avantage I’adaptation de 1’horloge moléculaire a une photopériode

que des mécanismes endogenes ; il pourrait s’agir d’une lecture passive de la durée du jour

extérieur. Ces travaux ont été confirmés par de nombreuses études menées chez le hamster
sibérien ( ), le hamster syrien (

) et le rat ( ). Toutes ces études présentent des
variations dans la durée des pics d’expression des Pers et, I’équipe de Sumova montre
¢également ’apparition d’un rythme de présence des transcrits du geéne Clock, avec des
niveaux bas en début de jour ( ). De plus, comme leurs animaux étaient
placés en conditions constantes 24h avant prélévements, cela prouve le caractére endogene de
I’expression photopériodique des génes horloges. Il y aurait donc bien une véritable
intégration de la photopériode par les boucles moléculaires et pas seulement une lecture

passive jour apres jour des conditions d’illumination externes.

Comme les SCN intégrent les variations de la photopériode, ils pourraient étre a la base de la
construction de messages photopériodiques qui ferait intervenir des genes controlés par
I’horloge (CCGQG). L’activation transcriptionnelle de ces sorties de 1’horloge est médiée, du
moins en partie, par 1’hétérodimére CLOCK/BMALI, comme cela a ét¢é démontré pour le

gene Avp ( ). Les différents profils d’ARNm observés pour les génes Clock et
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Bmall pourraient expliquer le pic plus court des ARNm de I’Avp en SP comparé a LP (

). La mise en évidence de I’expression des CCG en fonction de la photopériode
permettraient de montrer que les SCN ¢élaborent un signal circadien dépendant de la
photopériode, que les SCN construisent le message photopériodique. Dans nos études plus

récentes, nous avons donc intégré un ou plusieurs CCG (voir chapitres D.1.2. et D.2.1.).

En conclusion, nous avons démontré que les patterns d’expression de tous les genes horloges
¢tudiés sont affectés par la photopériode. Les boucles moléculaires des SCN sont donc
modifiées par la photopériode. De plus, ces modifications apparaissent différentes pour
chaque géne. En plus de variations de durée, nous avons observé divers effets comme des
avances de phase, des changements de niveau de base, d’amplitude et I’apparition d’un
rythme dans le cas de Clock en SP. Chacun de ces effets est aussi important en terme de

présence de protéines, a chaque moment du cycle.

1.2. CHEZ LE HAMSTER D’EUROPE.

1.2.1. Introduction.

Les résultats obtenus chez le hamster syrien montrent que 1’horloge circadienne centrale est
affectée par les conditions photopériodiques. Nous avons ensuite voulu étudier I’expression
des genes horloges dans les SCN d’une autre espéce de rongeur photopériodique. Parmi les
autres espeéces a physiologie photopériodique, nous avons choisi le hamster d’Europe
(Cricetus cricetus), car cette espéce a la particularité de présenter de trés importantes
variations saisonnieres du pic de mélatonine et d’activité locomotrice. En LP, la mélatonine
présente ses niveaux annuels les plus bas ( ) et les hamsters
d’Europe présentent un rythme d’activité locomotrice unimodal trés marqué (

). A I’inverse, en photopériode courte, la variation journaliére de mélatonine est
trés importante et les animaux peuvent entrer en hibernation ( ) ou
présenter une activité locomotrice trés réduite, bimodale ou arythmique (

). Dans le but de caractériser 1’effet de la photopériode dans les SCN du hamster
d’Europe, nous avons quantifié par hybridation in situ radioactive, une partie des génes
horloges connus alors. Comme le géne Rev-erba a été montré comme faisant partie intégrante
de I’horloge et, au vu de son rdle probable dans la régulation de la transcription de Bmall,

nous avons décidé de I’intégrer a notre étude. La caractérisation des effets de la photopériode
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a donc ¢été recherchée a la fois sur des composants de la boucle positive (Clock et Bmall), des
boucles négatives (Per2 et Rev-erba) mais aussi, pour mettre en évidence que les SCN
distribuent un message journalier différent en fonction de la photopériode, sur un gene
contrdlé par I’horloge (Avp). Dans chaque photopériode, les prélévements ont été effectués

toutes les 3 heures a raison de 4 (en LP) ou 6 (en SP) animaux par point horaire.

1.2.2. Reésultats.

Les animaux ont ¢été ¢levés dans des conditions naturelles de photopériode, et les
prélevements ont été effectués en juin (LP naturelle d’environ LP16:8) et fin novembre (SP
naturelle d’environ SP8:16). Dans ce cas particulier, la représentation en donneur de temps
externe, "External Time" (ExtT) proposée par Daan et coll. (2002) parait étre la plus
appropriée et a donc été utilisée avec External time 12 (ExtT12) définissant le milieu de la
phase lumineuse quelque soit la photopériode. Par cette représentation, le début du jour
correspond a ExtT4 en LP et a ExtT8 en SP (figure 43). Les différences entre SP et LP, en
termes de durée, d’amplitude, de niveau basal et de décalage de phase (au temps de demi-
montée) ont été recherchées et sont présentées comme valeur calculée = SEM. Les résultats de
I’ANOVA a un et a deux facteurs (F test) sont vérifiés comme suit: ***=p<0.001,

*#=p<(0.01, *=p<0.05.

L’expression journaliére de chacun des genes étudiés dans les SCN du hamster d’Europe, est

affectée par la photopériode (figure 43).

Les niveaux d’ARNm de Per2 sont rythmiques dans les deux photopériodes avec un pic situé

vers ExtT16. Ce pic présente une plus grande amplitude en LP qu’en SP (1.97ROD= 0.87%).

Un profil rythmique d’expression de Rev-erba est observé en LP comme en SP avec un pic
entre ExtT12-20 et a ExtT16, respectivement. La photopériode a un effet marqué sur la durée
(-8.84h £ 1.09**%*) et sur la phase (+3.03h + 1.38*) en SP par rapport a LP. Le niveau basal
de présence des ARNm de Rev-erba semble étre dépendant de la photopériode mais cette

différence n’est pas significative (p>0.05).
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Figure 43 : Expression journaliere des génes horloges dans les SCN du hamster d’Europe
dans deux conditions photopériodiques naturelles.

En haut, exemples représentatifs de marquage, obtenus aprés hybridation in situ,
correspondants au maximum (Max) et au minimum (Min) en LP, pour chaque géne. La barre
blanche représente 5mm. En bas, niveaux journaliers d’ARNm des génes horloges
déterminés par hybridation in situ radioactive en LP naturelle (LD16:8, carré) et SP naturelle
(LD8:16, losanges). Les barres horizontales pleines et vides représentent les périodes
d’obscurité et de lumicére du cycle L/D respectivement. Les courbes représentent les
régressions non linéaires des niveaux d’ARNm des génes en LP (lignes continues et grises) et
en SP (lignes discontinues et noires). Chaque points représente la moyenne + SEM de 4 a 6
animaux. ROD : relative optical density.
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Les niveaux d’ARNm de Clock sont non rythmiques dans les deux photopériodes (p>0.05,
ANOVA; F7,24=0.88 en LP et F7,40=0.9 en SP). De plus, le niveau moyen est plus faible en
SP qu’en LP (p<0.01, ANOVA, effet de la photopériode).

L’expression de Bmall est rythmique uniquement en LP avec un pic compris entre ExtT20 et
ExtT3. En SP, son expression n’est pas dépendante du temps (p>0.05, ANOVA, F7 4=1.25).
L’analyse de la variance avec la photopériode comme facteur ne révele pas de différence pour
les niveaux moyens d’ARNm de Bmall mais I’interaction entre photopériode et temps est

significative (p<0.001, ANOVA a deux facteurs).

Le profil rythmique d’expression du géne Avp présente un pic vers ExtT13.5 dans les deux
photopériodes. La photopériode a influencé 1’amplitude (-2.62ROD =+ 0.8**) et la durée (-

5.48h £ 0.75***) du pic, avec les valeurs minimales en SP.

Le pic de mélatonine présente des variations journaliére et saisonniére (fiqure 44).
L’amplitude du pic varie significativement de 63+10 pg/glande en juin contre 300141
pg/glande en novembre (***). La durée du pic est aussi augmentée en SP par rapport a LP

(4.46h £ 1.30%*),

Cette ¢tude fait I’objet de la premiere partie de I’article en préparation n°1.
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Figure 44 : Variations journalieres des quantités de mélatonine pinéalienne de hamster
d’Europe dans deux conditions photopériodiques naturelles.

Variations journalieres de la quantit¢ pinéalienne de mélatonine déterminées par radio-
immuno assay en LP naturelle (LD16:8, carré) et SP naturelle (LD8:16, cercles). Les barres
horizontales pleines et vides représentent les périodes d’obscurité et de lumiére du cycle L/D
respectivement. Les courbes représentent les régressions non linéaires des niveaux de
mélatonine en LP (lignes continues et grises) et en SP (lignes discontinues et noires). Chaque
points représente la moyenne + SEM de 4 a 6 animaux.

178



1.2.3. Discussion.

La photopériode est connue pour avoir un fort impact sur la physiologie et les comportements
du hamster d’Europe, ce qui fait de lui un modele attractif pour I’étude des effets de la
photopériode sur 1’horloge moléculaire des SCN (

). Dans les SCN, I’effet général de la photopériode observé
sur I’expression des geénes horloges et de I’Avp, semble étre la présence d’un amortissement
général de I’horloge en SP, c’est a dire une diminution générale des quantités d’ARNm des
genes horloges et de ’Avp. Plus précisément, les niveaux d’ARNm des geénes horloges sont
diminués en durée (Rev-erba), en amplitude (Per2) et en niveau moyen (Clock) en SP par
rapport a LP. Le pic d’ARNm de I’Avp, géne contrdlé par I’horloge ( ), est
diminué a la fois en durée et en amplitude. L’effet le plus marquant de la photopériode est
obtenu pour le géne Bmall. Alors que clairement rythmiques en LP, les niveaux d’ARNm de
Bmall sont constitutifs en SP, avec un niveau intermédiaire au cours du cycle LD. Des
résultats similaires ont été¢ décrits dans les SCN d’autres espéces en conditions particuliéres :
(1) chez le hamster sibérien, une torpeur induit le jour suivant une disparition du rythme
d’expression de Bmall mais n’a pas d’effet sur celui de Perl ( ) et (2) chez
le mouton, 1’expression de Bmall n’est plus rythmique en photopériode réfractaire alors que
I’expression des autres geénes reste inchangée ( ). La réduction d’environ
un tiers des niveaux moyens de Clock en SP, est également intéressante car elle est en
adéquation avec notre résultat obtenu précédemment chez le hamster syrien et aussi avec celui
obtenu chez le rat ( ). Il est probable que le niveau de protéine CLOCK
soit affecté, ce qui devra étre confirmé expérimentalement. Les génes Per2, Rev-erba et Avp,
sous contréle du dimére CLOCK/BMALTL (

), présentent des niveaux d’ARNm diminués en SP. Cet effet pourrait étre une
conséquence directe d’une diminution de la transactivation due a CLOCK/BMALL,
consécutive a la réduction des quantités de leurs ARNm. En considérant la diminution
d’amplitude du pic d’ARNm de Per2, il est possible que les quantités de PER2 soient
¢galement réduites en SP. Les niveaux de Rev-erba sont également diminués. Ainsi, le
contrdle de I’expression de Bmall directement par REV-ERB« (inhibition) et indirectement
pas PER2 (activation) pourrait étre considérablement affecté et il en résulterait 1’absence de

rythmicité de la transcription de Bmall observée en SP.
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Cette ¢tude révele donc une adaptation des SCN du hamster d’Europe a la photopériode et les
effets obtenus sont globalement en accord avec ceux décrits chez le mouton, le hamster
syrien, le rat et le hamster sibérien. L horloge moléculaire des SCN est ainsi directement
sensible a la longueur du jour. De plus, les altérations photopériodiques des ARNm de I’Avp
(en accord avec les résultats chez le rat : ), si traduits en niveaux de peptides
AVP, pourraient jouer un rdle important dans la transmission de 1’information

photopériodique aux cibles majeures des SCN, comme les noyaux paraventriculaires (

).

Deux fonctions rythmiques, contrdlées par les SCN, bien connues, a savoir la sécrétion de
mélatonine et 1’activité locomotrice, dépendent de la photopériode. A I’inverse de la
mélatonine, fortement réduite en LP (environ 70% pour la durée et 80% pour I’amplitude),
I’activité locomotrice est plus soutenue en LP qu’en SP. On peut émettre I’hypothése que ces
effets opposés peuvent résulter d’un controle sélectif par les SCN. Nous savons que les SCN
d’un point de vue neurochimique mais aussi fonctionnel ne sont pas a considérer comme un
seul grand et méme ensemble. Ainsi, une sous-population neuronale fonctionnelle des SCN
pourrait réguler sélectivement la production de mélatonine alors qu’une autre sous-population
fonctionnelle serait impliquée dans le contrdle de I’activité locomotrice. Dans le cas du
contrdle de la mélatonine, plusieurs sous-populations (activatrice et inhibitrice) pourraient
entrer en jeu ( ). Ainsi, les SCN, ou plutot des sous-régionalisations
des SCN, contrdleraient spécifiquement une ou plusieurs sorties et, d’un point de vue
photopériodique, les modifications du signal circadien pourraient étre fonction de la sous-
régionalisation concernée. En ce qui concerne le controle de I’activité locomotrice, un role
pour la libération par les SCN de TGFa a été évoqué chez la souris. Comme les neurones a
TGFa n’expriment pas I’AVP ( ), une sous-régionalisation
fonctionnelle pour le codage de la photopériode pourrait ainsi étre mise en évidence. Il serait
donc intéressant de savoir comment la synthése du TGFa évolue au cours des saisons. Avant
de le caractériser, une étude pour confirmer I’implication du TGFa est cependant nécessaire

(voir remarques paragraphe A.1.2.7.2.).
En conclusion, nous avons montré que 1’expression des génes horloges et d’un géne controlé

par I’horloge est dépendante de la photopériode dans les SCN du hamster d’Europe. Dans les

SCN, les genes Clock et Bmall seraient les éléments essentiels a ces adaptations. Les
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variations du fonctionnement journalier des boucles de régulation et de I’expression des CCG
en fonction de diverses sous-régions des SCN pourraient étre a la base des effets différentiels
observés, en conditions naturelles, sur les variations de production hormonale (i.e.

mélatonine) et sur les adaptations comportementales (i.e. activité locomotrice).
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2. Mécanismes d’intégration de la photopériode par les

genes de I’Horloge.

Dans la premiére partie des résultats, nous avons vu que les variations journalieres de
I’expression des génes horloges sont fonction de la photopériode. Ces études effectuées dans
deux conditions environnementales stables, ne mettent pas en évidence comment 1’expression
des génes horloges est entrainée par la photopériode. Le mécanisme de 1’intégration, c’est a
dire le(s) moyen(s) par le(s)quel(s) la photopériode est intégrée par les SCN et ceux
permettant les variations des CCG restent en suspens. Comme le géne Per2 est directement
activé par la lumiére, contrairement aux génes Per3 et Clock, 1’ajustement photopériodique de
son expression pourrait précéder ceux de Clock et de Per3. Dans le but de le mettre en
¢vidence, nous avons voulu (1) mieux caractériser 1’effet de la photopériode sur les SCN en
réalisant le décours temporel de 1’effet d’un changement de photopériode sur I’expression des
genes horloges et des CCG. De plus, dans leur fonctionnement saisonnier, les SCN peuvent
étre affectés directement par la photopériode, mais aussi par rétrocontrole des hormones
produites sous le contrdle des SCN. Ainsi, nous avons voulu savoir (2) si la mélatonine peut
exercer un rétrocontrole sur le fonctionnement moléculaire des SCN et ainsi participer a

I’intégration d’une nouvelle photopériode.

2.1. EFFETS D’UN CHANGEMENT DE PHOTOPERIODE.

2.1.1. Introduction.

Au cours de ces cinq derniéres années, de nombreuses études ont mis en évidence le fait que
I’expression des geénes horloges est fonction de la photopériode tant au niveau des ARNm
qu’au niveau protéique, chez le hamster syrien (

), le hamster sibérien ( ), la souris (

), le mouton ( ) et le rat ( ). La question qui s’est
posée est de déterminer comment la photopériode est intégrée en terme d’expression des
genes horloges dans les SCN et si cette intégration peut étre a la base de la construction de
messages saisonniers via les génes de sortie de 1’horloge. Si les variations photopériodiques
de I’expression des genes horloges dans les SCN sont bien un reflet de la construction d’un

message saisonnier, ces variations doivent alors précéder les variations des génes de sortie de
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I’horloge et celles de genes spécifiques dans les tissus cibles des SCN. Dans le but de vérifier
cette hypothése, nous avons étudié le décours temporel d’ajustement a une nouvelle
photopériode, des geénes horloges et de sortie de I’horloge dans les SCN et du géne Aa-nat
dans la glande pinéale. Nous avons également étendu notre recherche a la condition
physiologique encore peu €lucidée de photopériode courte réfractaire (SP-R). Chez le hamster
syrien, cet état se manifeste si les animaux restent longtemps en SP, soit environ 20
semaines. Une restauration spontanée des physiologies printaniéres comme la reprise de la
reproduction est alors observée, bien que les durées de nuit et de pic de mélatonine soient
toujours de type SP (voir chapitre A.2.5.).

Aussi, les animaux ont tous été placés pendant 5 semaines en LP16:8. Dans un premier
groupe, des animaux ont été sacrifiés toutes les quatre heures pendant 24h (groupe LP
acclimaté, LPacc). Les autres animaux ont été transférés en SP8:16 pendant 4jours (groupe
SP4d), 21 jours (groupe SP21d), 8 semaines (groupe SP acclimaté, SPacc) ou 26 semaines
(groupe SP-R). Et, le méme protocole de prélévements a été répété lors du sacrifice de tous
ces animaux. La mise en évidence des ARNm dans les SCN de genes horloges, de CCG et,

dans la glande pinéale, de I’ Aa-nat a été effectuée par hybridation in situ.

2.1.2. Résultats.

Par mesure de la masse des testicules, nous avons pu vérifier chez tous les animaux de notre
étude, que la SP induit bien une réduction de cette activité sexuelle, qui apres un délai de 26

semaines (SP-R) présente une reprise spontanée (voir figure 45).

2.1.2.1. Effet direct de la photopériode.

Un exemple représentatif de maximum et de minimum de marquages obtenus pour chaque
géne en SPacc est donné figure 46. L’expression de 1’ensemble des geénes étudiés est
rythmique dans chaque condition (LPacc, SP4d, SP21d et SPacc), sauf pour le géne Clock.
L’ensemble des profils est présenté figure 47. Le ZTO a été choisi comme étant 1’apparition
du jour et a été pris comme temps de référence pour comparer les photopériodes. Les
différences entre les photopériodes SPacc et, soit LPacc, soit SP4d ou soit SP21d, en termes
de durée, d’amplitude, de niveau basal et de décalages de phase (au temps de demi-montée)

ont été recherchées et sont présentées comme valeur calculée + SEM. Les résultats de
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Figure 45 : La taille des testicules évolue en fonction de la photopériode chez le hamster

syrien.
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Figure 46 : Exemple de marquage pour les différents géenes étudiés en SPacc dans les SCN et

dans la glande pinéale.

A gauche, un exemple de marquage sur une coupe coronale entiere, apres hybridation avec
une sonde Per3. La barre noire représente 0.5cm. A droite, pour chaque geéne, deux exemples
sont donnés, correspondant au maximum (Max) et au minimum (Min) de marquage obtenu en

SPacc.
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Figure 47 : L’expression de génes dans les SCN et dans la glande pinéale est fonction des
conditions photopériodiques chez le hamster syrien.

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de données brutes et de modélisation, pour
chaque géne et dans chaque photopériode. SPacc, courbe grise et ronds gris; LPacc : carrée
blanc; SP4d, triangles blancs; SP21d, carrés noirs. ROD : relative optical density.
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I’ANOVA a un et a deux facteurs (F test) sont vérifiés comme suit: ***=p<0.001,

**=p<0.01, *=p<0.05.

L’expression de Per2 présente un maximum vers ZT11-18 en LPacc et a ZT 9 en SPacc. La
photopériode a une influence sur la durée du pic d’expression: une diminution
de 8.26h + 1.29%** est observée en SPacc par rapport a LPacc. Par comparaison avec la
condition SP4d, le profil du pic d’expression de Per2, en SPacc, est réduit en durée de
3.75h + 1.44*. Aucune différence significative n’est observée entre les pics obtenus en SPacc

et en SP21d (ANOVA a deux facteurs, p>0.05).

Dans le cas du géne Per3, un pic de présence d’ARNm est observable en LPacc (a ZT9)
comme en SPacc (a ZT2). La durée du pic est influencée par la photopériode avec, en SPacc,
une réduction de durée de 3.23h &+ 1.26* et une avance de phase du moment de demi-montée
de 5.82h £ 0.91***, par rapport a LPacc. En SPacc, le pic est de durée inférieure a celle du
pic obtenu en SP4d (-4.45h + 1.60**) et en avance de phase (-2.39h + 1.17*). En revanche, le
pic obtenu en SPacc n’est pas significativement différent de celui obtenu en SP21d (ANOVA

a deux facteurs, p>0.05).

Le géne Clock, d’expression constitutive en LPacc (moyenne : 11.47 ROD + 0.48) présente
un rythme d’expression en SPacc. Ce rythme montre des valeurs plus faibles de ZT15 a ZT2.
En SP4d et en SP21d, la présence des ARNm de Clock est rythmique avec des valeurs plus
faibles de ZT22 a ZT2, les pics ne sont pas significativement différents (ANOVA a deux
facteurs, p>0.05). En SPacc, il y a une différence de durée de bathyphase de +5.70h & 1.14%***
et de +5.26h &+ 1.26***  par rapport a SP4d et a SP21d, respectivement.

Le profil rythmique du geéne Avp avec un maximum vers ZT2-10 en SPacc présente une
diminution d’amplitude (-26.39% +9.69**) et de durée d’expression (-3.51h+ 1.38*) par
rapport au pic obtenu en LPacc, qui se situe de ZT2 a ZT14. Par rapport au pic obtenu en
SP4d, celui en SPacc est diminué en terme d’amplitude (-23.66% + 8.25**) mais pas de durée
(p>0.05). Enfin, par rapport a celui observé en SP21d, le pic d’ARNm en SPacc est réduit
uniquement en amplitude (-29.01% +10.38*%*).

Concernant I’expression du gene Vip, elle est rythmique en LPacc comme en SPacc, avec des

maximum obtenus a ZT4 dans les deux cas. La photopériode influe sur I’expression de ce
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gene avec une réduction du niveau de base en SPacc de -31.36% +5.27*** par rapport a
LPacc, de -32.45% £5.71*** par rapport a SP4d et -32.45% +5.71*** par rapport a SP21d.
De plus, la phase du pic (vue au temps de demi-montée) est en avance en SPacc de -1.81h

+ 0.80* et de -1.26h + 0.85* par rapport aux conditions SP4d et SP21d, respectivement.

Au sein de la glande pinéale, I’expression de 1’Aa-nat est maximale tout au long de la nuit, en
LPacc comme en SPacc. Le pic en SPacc est augmenté en durée (5.31h + 1.97*%) par rapport
au pic en LPacc et par rapport a SP4d (3.4h + 1.51*) mais n’est pas différent de celui en
SP21d.

2.1.2.2. La photopériode courte réfractaire.

Les données obtenues en photopériode courte réfractaire ou SP-R sont comparées a celles en
SPacc et représentées, comme valeur calculée £ SEM, figure 48. Dans tous les cas,
I’expression des génes horloges est rythmique (ANOVA a un facteur), a I’exclusion de Clock
en SP-R.

Dans le cas des génes Per2, Per3, Avp, Vip et Aa-nat, aucune différence significative n’est

observée entre les conditions SPacc et SP-R (ANOVA a deux facteurs, p>0.05).

Dans le cas du géne Clock, la SP-R a une influence nette sur son expression qui devient non
rythmique (ANOVA a un facteur, p>0.05 ; moyenne d’expression : 9.06 ROD =+ 0.13), alors

qu’elle était rythmique en SPacc.

2.1.2.3. Clock "au cours des saisons"".

En LP comme en SP-R, I’expression de Clock est non rythmique, contrairement aux
situations SP4d, SP21d et SPacc. Les états LP et SP-R ne sont pas équivalents puisqu’en SP-
R le niveau moyen est diminué de 21% = 0.13 (effet de la photopériode, ANOVA a deux
facteurs). En considérant les points horaires ZT10, 14 et 22, on remarque que la diminution
des niveaux d’ARNm de LPacc a SP-R ne s’éffectue pas de fagon homogene au cours du
temps (figure 49). En effet, la réduction a ZT22 apparait dés SP4d, celle a ZT14 en SPacc et
celle a ZT10 uniquement en SP-R (ANOVA a deux facteurs).
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Figure 48 : Comparaison des profils d’expression de différents genes dans les SCN et la
glande pinéale entre la SP-R et la SPacc.

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de données brutes et de modélisation, pour
chaque gene et dans chaque photopériode. SPacc, courbe grise et ronds gris; SP-R, triangles et
courbes noirs. ROD : relative optical density.
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Figure 49 : Evolution des niveaux d’ARNm de Clock a ZT10, 14 et 22 en fonction du temps
passé en SP.

Les lettres a et b représentent des groupes significativement différents. ROD : relative optical
density.

SPacc is compared to
Gene Effect LP SP 4d SP 21d SPR
Per2 Peak duration -8.26h  +1.29*** | -3, 75h  +1.44* |n.s. n.s.
Per3 Peak duration -5.82h  4+0.91*** |-2.39h  +1.17* |n.s. n.s.
Phase advance |-3.23h  +1.26* |-4.45h  +1.60** |n.s. n.s.

Clock gjrs;:;fl"e' high-level +5.70h  +1.14%* | +5.26h +1.26** | low-level
Av Peak duration -3.51h  +1.38* |n.s. n.s. n.s.

P Amplitude -26.39% 49.69** |-23.66% +8.25** |-29.01% +10.38** |n.s.
Vi Basal level -31.36% 45.27*** |-32.45% 45.71*** |-32.45% +45.71*** |n.s.

P Phase advance |n.s. -1.81h +0.80* |-1.26h +0.85* n.s.
Aa-nat |Peak duration +5.31h  +£1.97** | +3.4h +1.51*

*0.05; **0.01 ; ***0.001

Figure 50 : Résumé des effets observés.
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L’ensemble des effets quantifiés est présenté sous forme d’un tableau, figure 50.

Cette étude est en cours de rédaction pour publication (article en préparation n°2).

2.1.3. Discussion.

Nos résultats montrent pour la premiere fois que I’adaptation de I’expression des genes suite
au transfert des animaux dans une nouvelle photopériode, qui est réduite de 8h, nécessite un
délai supérieur a 4 jours en terme d’expression des genes horloges Per2 et Per3 et, un délai
supérieur a 21 jours en terme d’expression des génes de sortie de I’horloge Avp et Vip. Les
SCN contrdlent le rythme journalier de sécrétion de mélatonine par la glande pinéale. La
durée de cette libération dépend également de la photopériode et nous montrons qu’en terme
d’expression de I’Aa-nat, le codage de la photopériode par la glande pinéale demande environ
21 jours. Enfin, nous montrons que I’expression du géne Clock dans les SCN, est variable en
fonction de la photopériode environnante et aussi, contrairement aux autres génes étudiés, en

fonction du temps passé en SP.

Au regard de I’expression de Aa-nat dans la glande pinéale, on remarque qu’en SP4d, son
expression est déja augmentée par rapport a LPacc mais sans pour autant, étre déja de type
SPacc. Et, comme cette expression n’est pas encore stimulée en début de nuit, la mélatonine
n’est pas libérée a ce moment. Or, la mélatonine a une action sur I’activité électrique des
neurones des SCN in vitro, uniquement si elle est appliquée en fin de jour (

). In vivo, une
augmentation (par injection de mélatonine exogene) ou une diminution (par pinéalectomie ou
cycle LL) des quantités de mélatonine, ne provoquent pas de variations de la sensibilité a la
lumiére des SCN (en terme d’expression de c-fos,

) ni de I’expression des génes de I’horloge (nos résultats,
chapitre D.2.2., ). Ainsi, I’effet observé en SP4d
concernant 1’expression de l’ensemble des genes étudiés, ne peut étre dii a une action

rétrocontrole de la mélatonine sur les SCN.
L’expression des genes horloges au sein des SCN, dépend de la photopériode. Il a

principalement été rapporté que 1’expression des Pers varie en parallele avec la durée du jour

(nos deux premieres études,
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et toutes ces études comparent deux états stables (LPacc et SPacc). Mais, aucune des
ces ¢études ne permet de conclure quant a la vitesse des modifications, induites par la
photopériode, des boucles moléculaires ni si cette intégration dépend exclusivement de la
photopériode. Ici, nous montrons que 1I’expression des genes horloges Per2 et Per3 présente
une diminution de durée et, pour Per3, une avance de phase au temps de demi-montée en
SP8:16acc par rapport a LP16:8acc, confirmant ainsi nos données précédemment obtenues en
SP10:14acc vs LP14:10acc. On peut d’ailleurs noter que les différences sont d’autant plus
importantes que la variation de la photopériode est importante (pour Per2, 8.26h +£1.29%**
pour un écart photopériodique de 8 heures et 3h59 £0h43*** pour un écart de 4 heures, et,
pour Per3, 5.82 £0.91*** dans cette étude et 3h06 £1h01** entre SP10:14acc et LP14:10acc).
Ainsi, I’expression des geénes Per2 et Per3 est bien fonction de la valeur de la photopériode,
contrairement a la durée du pic d’activité électrique qui ne semble pas étre différente entre
deux photopériodes courtes ( ). Un changement de photopériode de
LP16:8 vers SP8:16 induit une modification des expressions de Per2 et de Per3, rapidement
initiées mais qui cependant ne sont pas totalement de type SPacc en SP4d. Ce n’est qu’en
SP21d que ces expressions sont de type SPacc. La boucle moléculaire négative, dont les génes
Per2 et Per3 font partie, acquiert donc un profil de type SPacc, apres un délai compris entre 4
et 21 jours de SP.

Les génes Vip et Avp présentent une expression journaliére rythmique, avec un maximum
d’expression pendant le jour, dépendante de la photopériode. Ces résultats confirment des
données antérieures chez d’autres espeéces de hamster (européen et sibérien, AvVp: nos
résultats chapitre D.1.2. ; et sibérien, Vip :

). En SP4d, I’expression est modifiée par rapport a LPacc et SPacc. Ainsi, comme
dans le cas des genes Pers, ces variations d’expression de Vip et d’Avp semblent dues au
changement de photopériode. En SP21d, ces rythmes ne sont pas encore de type SPacc alors
que celui de 1I’Aa-nat et donc de la mélatonine, sont déja de type SPacc. On pourrait donc
penser que la mélatonine participe a la diminution des niveaux d’ARNm de I’Avp (amplitude)
et du Vip (niveau basal) entre les conditions SP21d et SPacc. Cependant, chez le hamster
sibérien, une pinéalectomie n’empéche pas la diminution des niveaux d’ARNm de I’Avp et du
Vip provoquée par une SP ( ). De plus, chez le rat, une injection unique de

mélatonine est sans effet sur ’expression de I’Avp ( ). Ainsi, bien que notre
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¢tude ne le démontre pas formellement, I’intégration de la SPacc, en terme d’expression des

geénes Avp et Vip, semble étre entiérement due au changement de photopériode.

Les dimeéres CLOCK/BMALI permettent I’augmentation de la transcription des génes
présentant des E-box dans leur promoteur (voir chapitre A.1.3. et pour revues,
). Et, les genes Per2, Per3, Vip et Avp contiennent tous des E-

box dans leur promoteur (souris : mPer2 ; mPer3

; MAvVp et homme, hVip ). In vitro, la
régulation transcriptionnelle de tous ces genes, par le dimére CLOCK/BMALI, a été
démontrée, sauf dans le cas du geéne Vip. Pour ce geéne, la preuve directe n’est pas encore
formelle mais les souris Clock” montrent une immunoréactivié au VIP dans les SCN, réduite
par rapport aux souris sauvages ( ). Les différents effets observés en SP4d,
globalement inhibiteurs, pourraient donc étre dus a une baisse de la transactivation par le
dimére CLOCK/BMALL. Or, en SP4d, I’expression de Clock diminue spécifiquement de
ZT15 4 ZT2. 1l est donc probable que cette diminution induise une diminution de CLOCK en
phase avec I’activité transcriptionnelle des génes Pers, Avp et Vip ce qui aurait pour
conséquence cette diminution globale de leur expression déja observée dés SP4d. La
différence de délai d’intégration entre les génes horloges Per2-3 et les génes Avp et Vip peut
s’expliquer par la présence de controle différentiel au niveau du promoteur. Il a été montré
que I’activité d’une E-box peut varier et notamment dans le cas du promoteur de Per2 ou la
présence d’une E-box-like permet une transactivation plus importante qu’une E-box classique
( ). De plus, le nombre d’E-box ou d’E-box-like différe entre ces genes.
D’autres sites promoteurs pourraient également intervenir dans Dintégration de Ila
photopériode. Par exemple, le promoteur de Per2 n’est pas sous le contrdle exclusif de
CLOCK/BMALL, il posséde dans son promoteur des éléments de réponse a CREB et a
DBP/E4BP4 ( ). Ainsi, la différence de
délai d’intégration de la photopériode observé entre génes horloges (Per2-3) et génes de sortie
de I’horloge (Avp, Vip), pourrait s’expliquer par une variabilité d’efficacité du dimeére
CLOCK/BMALI1 et, par la présence d’autres facteurs activateurs/inhibiteurs de Ila
transcription.
Ainsi, suite au transfert des animaux dans une nouvelle photopériode, réduite de 8h, les SCN
intégrent cette nouvelle photopériode d’une fagon rapide en terme d’expression des
genes Per2-3 et lente en terme d’expression des génes de sortie de I’horloge, Avp et Vip. Il

semble donc que les SCN construisent un message photopériodique. L’importante
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réactivité du cceur de ’horloge moléculaire pourrait refléter une capacité d’adaptation, jour
apres jour, des boucles de régulation, en conditions naturelles. A I’inverse, 1’intégration plus
lente et progressive des sorties de I’horloge permettrait la mise en place d’une réponse
insensible aux petites fluctuations de I’environnement, sans signification physiologique

saisonniere.

Dans cette étude, nous avons également suivi le profil journalier de ces génes lorsque les
animaux présentent un état photoréfractaire a la SP. Dans cette condition, nous montrons que
dans les SCN, les génes horloges Per2 et Per3, les genes de sortie de I’horloge Vip et Avp, et
dans la pinéale, le géne Aa-nat, ne présentent pas une expression différente entre SPacc et SP-
R. Ces résultats confirment ceux obtenus chez les hamsters sibérien et syrien, pour
I’expression du géne Perl dans les SCN, et, indirectement, pour le taux circulant de
mélatonine ( ). Notre étude décrit pour la premiére fois
le profil journalier du géne Clock en condition SP-R. Nous observons une différence
d’expression entre les conditions SPacc et SP-R. Plus globalement, 1’expression de Clock
présente une corrélation avec 1’état d’activité sexuelle des animaux (actifs, inhibés ou en
cours de restauration spontanée, voir figure 45). La présence des ARNm de Clock est toujours
¢levée en LPacc, rythmique en SPacc avec apparition de valeurs plus basses et toujours
faibles en SP-R. Le transfert des animaux de LPacc a SP induit une diminution de la
transcription de Clock qui s’effectue tout d’abord rapidement puis trés lentement. En effet en
SP4d, I’expression de Clock suit déja un profil rythmique par apparition de valeurs faibles de
ZT22 a ZT2. En revanche, en SP21d, le profil est toujours le méme. En SPacc, la bathyphase
du pic est élargie et s’étend alors de ZT15 a ZT2. Enfin, les niveaux d’ARNm de Clock
mesurés de ZT2 a ZT15, toujours élevés en SPacc, deviennent également de type basal en SP-
R (figures 47, 48 et 49). L’expression de Per2 et de Per3 comme celle de I’Avp et du Vip,
n’est cependant pas affectée par la SP-R. Or, entre la SPacc et la SP-R, les niveaux diminuant
de Clock concernent la tranche horaire ZT2-15, ce qui, avec le temps de traduction, ne
semblent pas étre en phase avec la transactivation de ces genes. Ainsi, les niveaux diminués
de Clock de ZT22 a ZT?2 seraient a la base de la diminution d’expression des autres génes
étudiés ici et, la diminution d’expression de Clock de ZT2 a ZT15, pourrait spécifiquement
réguler I’expression d’autres génes qui, par un mécanisme encore non ¢lucidé, permettrait de

coder la SP-R.
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2.2. ROLE DE LA MELATONINE SUR LES SCN.

2.2.1. Introduction.

L’horloge circadienne principale dans les SCN, intégre donc les variations de photopériode et
permettrait également la distribution de messages circadiens dépendants de la photopériode.
Ces messages sont ensuite lus et interprétés par des tissus cibles qui présentent alors une
physiologie adaptée. Le tissu le plus étudié est la glande pinéale dont la libération de
mélatonine s’effectue uniquement pendant la phase nocturne du nycthémeére et pendant une
durée dépendante de la longueur de la nuit. La mélatonine agit alors sur différents tissus cibles
qui, comme la Pars tubéralis de ’hypophyse, présenteront a leur tour un fonctionnement
adapté aux variations de saisons ( ). Le(s) mécanisme(s) d’action de
la mélatonine reste(nt) encore trés peu élucidé(s) mais la présence de récepteurs sur certains
tissus laissent supposer une action directe de la mélatonine sur ces tissus. Parmi eux, il y a les
SCN eux-mémes et il est probable que la mélatonine agisse en "feed-back" sur les SCN. Des
¢tudes préliminaires ont démontré que la mélatonine permet d’entrainer les rythmes d’activité
locomotrice et de prise de boisson des animaux (

) mais pas directement I’expression des genes de
I’horloge chez le rat, espéce dont la physiologie est peu dépendante des saisons (

). Dans cette étude, nous avons voulu déterminer si la mélatonine exogéne pouvait
influer la transcription des génes horloges dans les SCN d’une espéce photopériodique, le
mouton Soay. Cette étude a été effectuée a Aberdeen dans le laboratoire du Dr David
Hazlerigg et avec la collaboration du laboratoire du Dr Gérard Lincoln a Edimbourg. Afin
d’éliminer la mélatonine endogene, les animaux ont été placés en lumiére constante, le jour de
la manipulation. La moiti¢ des animaux a re¢u une injection de mélatonine 3 heures avant
prélévement et ceci tout au long des 24 heures. Les prélévements de 4 animaux par point
horaire sont effectués toutes les 4 heures. L’autre moitié¢ a regu une injection ne contenant pas

de mélatonine, formant ainsi le groupe témoin de 1’expérience.
9

2.2.2. Résultats.

Les animaux sont élevés en conditons LP16:8 et ont été placés en lumiére constante le jour de

I’expérience. Bien que dans ce cas, une condition constante d’éclairement est appliquée au
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animaux, les résultats sont présentés relativement au ZTO définissant I’arrivée du jour en

cycle LD et au projetté supposé en LL.

A ZT16, la lumiére reste allumée jusqu’en fin d’expérience.

L’expression des genes horloges Perl, Per2, Cryl et Bmall est rythmique dans les SCN, tout
au long des 24 heures, dans les deux groupes expérimentaux (figure 51, p<0.001, ANOVA a
un facteur). Les génes Perl, Per2, Cryl et Bmall présentent un pic d’ARNm a ZT4-8, 16, 16
et 20 respectivement. La mélatonine n’a aucun effet significatif sur I’expression de chacun de

ces geénes (p>0.05, ANOVA a deux facteurs, effet du traitement).

L’expression rythmique de Rev-erba révele un pic a ZT0-4 pour le groupe contrdle et un pic a
ZT4 pour le groupe mélatonine (figure 51). La mélatonine présente un effet inhibiteur
significatif sur I’expression de Rev-erba (p=0.05, ANOVA a deux facteurs) mais cet effet
n’apparait pas dépendant du temps (p>0.05, ANOVA a deux facteurs, intéraction

temps*traitement).

Ce travail représente la premicre partie de la publication dans Endocrinology en 2006.
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Figure 51 : La mélatonine n’affecte pas directement I’expression des genes horloges dans les
SCN du mouton Soay.

Niveaux journaliers d’ARNm des genes horloges exprimés en densité optique et déterminés
par hybridation in situ radioactive. Les animaux sont élevés en LP et sont placés en LL le jour
de D’expérience. Durant cette période, les animaux recoivent une injection saline ou de
mélatonine toutes les 4 heures et sont sacrifiés 3 heures aprés injection. Les barres blanches
représentent le groupe injecté-salin et les barres noires, le groupe injecté-mélatonine. Chaque
point représente la moyenne + SEM de 4 animaux.
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2.2.3. Discussion.

La mélatonine influence le fonctionnement méme des SCN. Une administration de mélatonine
exogene permet de synchroniser le comportement rythmique circadien chez les rongeurs et
chez I’homme (

). Par ailleurs, son application sur des tranches de SCN provoque un décalage de
phase de Dl’activité électrique des neurones, chez la souris ( ). De
plus, les mutants murins MT1 et MT2 ne présentent ni décalage de phase induit par la
mélatonine ni variation de ’activité électrique des SCN ( ). 11
est donc possible que les effets circadiens de la mélatonine soient médiés par ses récepteurs
localisés dans les SCN. Cependant, nous avons montré que 1’injection de mélatonine a un
effet rapide que sur un seul géne horloge, Rev-erbe, et de plus, a un seul point horaire. Cet
effet (diminution des niveaux d’ARNm de Rev-erba a ZT0) peut étre di a deux phénoménes :
soit la mélatonine induit une inhibition du pic endogéne d’ARNm de Rev-erbe, soit elle
provoque un retard de phase de ce pic. Une étude préliminaire réalisée au laboratoire a montré
qu’une injection de mélatonine n’affecte pas I’expression des genes horloges Perla3, Cryl et
Bmall dans les SCN de rat, le jour méme de I’injection ( ). 11 est donc
probable que I’effet de la mélatonine dans les SCN ne soit pas dii a une action directe sur
I’expression des génes horloges. Des données plus récentes du laboratoire ont montré qu’une
injection unique de mélatonine induit une augmentation rapide des niveaux d’ARNm de
Ror g, sans effet sur Rora, dans les SCN de rat ( ). Cet effet permettrait une
avance de phase du pic d’ARNm de Rev-erbe et, le cycle suivant, une avance de phase de
celui de Bmall. Ainsi, I’effet de la mélatonine sur les SCN s’effectuerait (1) rapidement au
niveau de I’expression de différents génes ne faisant pas partie des génes horloges et, (2) ce
premier effet aurait des conséquences sur 1’expression des génes horloges dans les SCN au
moins 24h apres I'injection de mélatonine. Certains effets restent cependant difficiles a
expliquer. En effet, alors que le pic d’ARNm de Rev-erba présente une avance de phase chez
le rat, nous avons montré chez le mouton que ce pic est soit diminug, soit en retard de phase.
Il est possible que cet effet soit dépendant de I’espéce mais peut également trouver son
origine dans le protocole utilisé. Chez le rat, I’avance de phase du pic observée en fin de
nuit/début de jour intervient a la suite d’une injection unique de mélatonine réalisée en fin de

jour et, chez le mouton, la diminution des quantités d’ARNm de Rev-erba a la transition
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jour/nuit est due a une injection de mélatonine effectuée 3h avant. Au vue des ces résultats et
de ceux obtenus dans 1’étude du décours temporel d’ajustement a une nouvelle photopériode,
il ne semble pas que la mélatonine présente une action sur la majorité des génes horloges dans
les SCN en ce qui concerne leurs adaptations photopériodiques. De plus, de nouvelles
données montrent qu’une pinéalectomie n’affecte pas, a court comme a long terme,
I’expression des genes horloges dans les SCN ( ).

Aussi, bien que les caractéristiques fines de 1’action de la mélatonine sur I’horloge centrale ne
soient pas encore clairement établies, il reste possible que la mélatonine puisse a long terme,
modifier voire entrainer 1’expression des génes horloges et donc des rythmes physiologiques

et comportementaux.
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3. Controle de I’activité locomotrice par le TGFa.

3.1. INTRODUCTION.

Le rythme comportemental d’activité locomotrice est également affecté par la photopériode
chez le hamster syrien ( ) et surtout chez le hamster d’Europe (

). D’un point de vue circadien, I’existence d’un facteur
diffusible sécrété par les SCN a été évoqué dans le contrdle de ’activité locomotrice. En effet,
des animaux arythmiques aprés lésion des SCN retrouvent un rythme d’activité locomotrice
s’ils regoivent une greffe ICV de SCN. Or, cet effet du transplant est efficace méme si le
greffon est contenu dans une capsule empéchant toute innervation avec 1’hote (

). Plusieurs équipes ont proposé que ce facteur diffusible pourrait étre le TGFa. Dans le
SCN de la souris, un pic d’expression diurne de Tgfa est circadien et, ’injection de TGFa en
ICV inhibe I’activité locomotrice de ces animaux nocturnes (

).

La caractérisation du profil photopériodique d’expression de Tgfa pourrait apporter un
argument de plus quant au role du TGFo dans le contrdle de D’activité locomotrice.
Cependant, nous avons voulu préalablement confirmer son implication journaliére dans
I’inhibition de I’activité locomotrice. Pour cela, nous avons comparé 1’expression de Tgfa sur
24 heures, entre un rongeur diurne et un rongeur nocturne. Et, si les rythmes obtenus sont en
opposition de phase entre un rongeur diurne et un nocturne, cela confirmera cette implication.
Arvicanthis ansorgei est un rongeur a activité diurne ( ). Au laboratoire, il a
¢té montré que les profils d’expression des genes horloges dans les SCN de cette espece sont
identiques a ceux de la souris en terme de phase par rapport au cycle LD (

), le cceur des mécanismes moléculaires a la base de la rythmicité
semble donc identique entre ces deux especes. Les neuropeptides exprimés dans les SCN sont
pour la plupart régionalisés et nous avons vu qu’ils interviennent dans la formation de la
rythmicité journaliére (chapitres A.1.2.5. et A.1.3.1.3.,

). Nous avons donc également effectué¢ une comparaison
de I’expression des principaux neuropeptides des SCN entre ces deux especes, afin de savoir
d’une part, si leurs expressions (en termes de rythme, de phase ou encore de durée) ont une
influence sur le caractére diurne ou nocturne des espeéces. D’autre part, nous pourrons

comparer ces expressions avec celles décrites chez le rat (voir chapitre A.1.2.2.) afin de savoir
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si les caractéristiques des expressions des neuropeptides semblent généralisables a toutes les
especes de rongeurs nocturnes, ou alors si elles semblent spécifiques a chaque espéce. Par
hybridation in situ, nous avons mis en évidence les profils journaliers et circadiens de I’Avp,

du Vip, du Grp dans une premicre expérience, et du Tgfa dans une seconde.

3.2. RESULTATS.

L’activité locomotrice de roue a été¢ enregistrée en conditions LD et DD pendant plusieurs
jours afin de confirmer le caractére nocturne et diurne de ces espéces. Un enregistrement
représentatif du comportement journalier et circadien, d’une souris et d’un rat roussard (A.
ansorgei), est présenté figure 52. La période d’activité de ces deux espéces est clairement
entrainée a 24 heures au cours des cycles LD12:12 et, en DD, la période endogéne est
légérement inférieure ou supérieure a 24 heures chez la souris et le rat A. ansorgei,

respectivement.

3.2.1. Expressions journaliére et circadienne de I’Avp, du Vip et du Grp.

Les souris Mus musculus et les rats Arvicanthis ansorgei sont maintenus en conditions
d’éclairement LD12:12. La moiti¢ des animaux reste en permanence dans ces conditions et
I’autre moiti¢ est transférée en DD pendant un jour avant les prélévements. Dans ces
conditions, quatre ou cing animaux sont prélevés toutes les 4 heures pendant un cycle de 24
heures. Les prélevements débutent a ZTO et CTO, les temps CT correspondant aux ZT

projetés.

Un exemple représentatif de marquage obtenu par hybridation in situ chez ces deux espéces et
a deux temps circadiens, est présenté figure 53. Les données brutes sont présentées comme
valeur calculée = SEM sur la figure 54. Les résultats de ’ANOVA a un (temps) et a deux
facteurs (LD vs DD) sont vérifiés comme suit : ***=p<(0.001, **=p<0.01, *=p<0.05. Des
régressions non linéaires ont été réalisées lorsqu’un effet du temps a été détecté, dans le but
de comparer par un test-t le moment de 1’acrophase du pic d’expression d’un géne chez une

espece, entre les deux conditions lumineuses.
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Figure 52: Mus musculus et Arvicanthis ansorgei présentent une activité locomotrice de roue
clairement nocturne et diurne, respectivement.

Enregistrements représentatifs de 1’activité locomotrice de roue en double représentation. Les
animaux sont maintenus en conditions LD12:12 (barres horizontales blanches et noires en
haut), avant d’€tre placés en obscurité constante (barre horizontale noire en bas) au moment
indiqué par la fleche. Les zones grisées symbolisent 1’obscurité. La souris Mus musculus
présente un rythme journalier et circadien d’activité locomotrice nettement marqué. A
I’inverse, I’activité locomotrice du rat Arvicanthis ansorgei est tout aussi rythmique mais
s’effectue pendant le jour (subjectif). En libre cours, ces deux espéces montrent un rythme
endogéne inférieur (souris) et Iégérement supérieur (Arvicanthis ansorgei) a 24h.
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Figure 53 : Exemples représentatifs du marquage autoradiographique dans les SCN chez la
souris Mus musculus et le rat Arvicanthis ansorgei.

Pour chacune des deux espéces et pour chaque neuropeptide étudié, une photo représentative
a I’heure de I’acrophase (gauche) et de la bathyphase (droite) des pics d’ARNm, est donnée.
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Figure 54 : Variations journaliéres et circadiennes de I’expression de I’Avp, du Vip et du Grp
chez la souris Mus musculus et le rat Arvicanthis ansorgei.

Pour chaque peptide et chaque espece, les résultats sont normalisés en pourcentage en
fonction du maximum d’expression. L’étude a été effectuée dans deux conditions
lumineuses : en cycle LD12:12 (ronds blancs) et en obscurité constante (ronds noirs). Les
courbes représentent les régressions non linéaires des niveaux d’ARNm des génes en LD
(lignes discontinues) et en DD (lignes continues). Les barres verticales blanches et grises
représentent les périodes de jour et de nuit (subjectif) d’un cycle LD et les temps
correspondent aux temps circadiens (CT) et journaliers (ZT) avec ZT(CT)0 définissant le
début du jour (subjectif). Chaque point représente la moyenne + SEM de 4 animaux. ROD :
relative optical density.
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¢ Chez la souris

L’expression de I’Avp est dépendante du temps dans les deux conditions d’éclairement
(Fs546=72.6*%**). L analyse du cosinor montre une acrophase située a ZT9.0+0.5h en LD et a

CT9.6+0.2h en DD (test-t*).

Dans le cas du géne Vip, son expression dépend du temps dans les deux conditions
(Fs46=23.4*%**). Une différence du moment de ’acrophase (test-t**) est mise en évidence
avec un pic d’expression d’amplitude plus faible et plus t6t en condition LD (ZT14.5£1.1h)
qu’en DD (CT17.610.5h).

L’expression du Grp est dépendante du temps (Fs43=2.7*) uniquement en condition DD et
I’acrophase du pic se situe a CT18.1£0.9h. En condition LD, le temps n’a pas d’effet

significatif sur les niveaux d’ARNm de ce géne (p>0.05).

¢ Chez Arvicanthis ansorgei

Le temps a un effet sur ’expression de I’Avp dans les deux conditions d’éclairement
(F546=81.6%**) et I’analyse du cosinor révele une avance de phase en DD par rapport a LD

(CT8.1£0.3h en DD vs ZT9.4+0.3h en LD, test-t**).

Le gene Vip a une expression dépendante du temps dans les deux conditions (Fs46=3.8%*) avec
une avance de phase d’environ 6 heures en DD par rapport a LD (CT11.3£1.1h en DD vs
ZT17.1£1.3h en LD, test-t***),

La présence des ARNm du Grp dépend du temps dans les deux conditions (Fs46=4***) et un
rythme présente une acrophase en DD 9 heures avant celle obtenue en LD (CT9.8+1.3h en

DD vs ZT18.84+0.8h en LD, test-t***),

Ces résultats ont été publiés dans Molecular Brain Research en 2004.

3.2.2. Expressions journaliere et circadienne du Tgfea.

Comme précédemment, les souris Mus musculus et les rats Arvicanthis ansorgei sont

maintenus en conditions d’éclairement LD12:12 et, deux jours avant les prélévements, la
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moiti¢ des animaux est transférée en DD. Dans une premicre expérience, quatre ou cing
animaux sont prélevés par condition, toutes les 4 heures, pendant un cycle de 24 heures. Les

hybridations ont été effectuées pour Tgfa et pour Perl.

Au regard des résultats obtenus pour Tgfa dans cette premicre expérience, une second
protocole a été mis en ceuvre pour tester I’effet direct de la lumiére sur I’expression du Tgfe
dans les SCN chez A. ansorgei. Pour cela, au cours du deuxiéme jour en DD, la moitié¢ des
animaux est exposée a un créneau lumineux pendant 1 heure (2 CT6) et I’autre moitié reste en
DD. Les prélevements ont été effectués 1 ou 2 heures aprés. Enfin, pour vérifier ’effet d’un
créneau plus long de lumiére, un nouveau groupe d’A. ansorgei a été exposé pendant 6 heures
a la lumiére (a partir de CT2) le deuxiéme jour apres transfert des animaux en DD. Un groupe
resté en DD et un autre en LD servent de contrdles. Les prélévements ont été réalisés 6 heures
apres le début du créneau lumineux, soit a ZT/CT8. Un point supplémentaire a été ajouté pour

la condition LD a ZT16 afin de confirmer le résultat obtenu dans la premiére expérience.

Pour la premiére expérience, un exemple représentatif de marquage obtenu par hybridation in
situ chez ces deux especes et a deux temps circadiens, est présenté figure 55. Les données
brutes de chaque expérience sont présentées comme valeur calculée = SEM sur les figures 56
et 57. Les résultats de ’ANOVA a un (temps) et a deux facteurs (LD vs DD) sont indiqués et
des régressions non linéaires ont été réalisées lorsqu’un effet du temps a été détecté dans le
but de comparer le moment de 1’acrophase du pic d’expression d’un géne chez une espece,

entre les deux conditions lumineuses.

¢ Expression de Perl et de Tgfea chez la souris (figure figure 56, a gauche)

L’expression de Perl est dépendante du temps en LD comme en DD (p<0.001). Dans les
deux cas, I’acrophase se situe en milieu de jour (ZT6.7 £ 0.47 en LD and CT6.4 £+ 0.34 en
DD), la condition d’éclairement est sans effet (ANOVA a deux facteurs, p>0.05).

Le temps a également un effet sur ’expression du geéne Tgfa dans les deux conditions

(p<0.05) pour lesquelles, le pic se situe a la transition nuit/jour (CT 0.23 + 2.4 en DD vs.
7T10.23 £0.74 en LD, ANOVA a deux facteurs, p>0.05).
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Perl
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Figure 55 : Exemples représentatifs du maximum et du minimum d’expression de Perl et de
Tofa dans les SCN, de souris Mus musculus et de rats Arvicanthis ansorgei, maintenus en
DD.

Les photos présentées ici sont en couleur inversée. Les coupes présentées pour Perl
correspondent a CT4 et CT20, valeurs d’acrophase et de bathyphase du pic d’ARNm. Les
points horaires choisis pour Tgfe, CTO et CT8, correspondent également au maximum et au
minimum d’expression. La barre horizontale blanche représente 5 mm. En encart, les SCN
agrandis.
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Figure 56 : Niveaux journaliers et circadiens d’ARNm de Perl et de Tgfa dans les SCN de la
souris Mus musculus et du rat Arvicanthis ansorgei.

Les résultats sont normalisés en % par espece et par gene en fonction de la valeur maximale
quantifiée. L’étude a été effectuée dans deux conditions lumineuses : en cycle LD12:12
(ronds blancs) et en obscurité constante (ronds noirs). Les courbes représentent les régressions
non linéaires des niveaux d’ARNm des génes en LD (lignes discontinues) et en DD (lignes
continues). Les barres verticales blanches et grises représentent les périodes de jour et de nuit
(subjectif) d’un cycle LD et les temps correspondent aux temps circadiens (CT) et journaliers
(ZT) avec ZT(CT)0 définissant le début du jour (subjectif). Chaque point représente la
moyenne + SEM de 4 souris ou de 5 A. ansorgei . ROD : relative optical density.
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¢ Expression de Perl et de Tgfa chez A. ansorgei (figure 56, a droite)

Les niveaux d’ARNm de Perl dépendent du temps, aussi bien journalier que circadien
(p<0.001). Dans les deux cas, les pics se situent en milieu de jour (ZT5.42 £ 0.44 en LD et
CT5.37 £ 0.6 en DD; ANOVA a deux facteurs, p>0.05).

Pour le géne Tgfe, la présence des ARNm en LD n’est pas dépendante du temps (p>0.05). En
conditions constantes DD, I’expression de Tgfa est dépendante du temps avec des valeurs
maximales a la transition subjective nuit/jour (CT23.27 £ 0.6) et minimales a la transition
subjective jour/nuit. En DD, la moyenne des valeurs mesurées est de 51.41% =+ 3.47 (de
I’expression maximale mesurée) et en LD, de 78.14% + 2.03. Cette différence est significative

(ANOVA a un facteur, la condition d’éclairement, p<0.001).

¢ Effet d’un créneau de courte durée sur I’expression du Tgfa

Une exposition des animaux a la lumiére pendant 1 heure a CT6 n’a aucun effet sur
I’expression du Tgfe, 1 ou 2 heures aprés exposition, par rapport aux valeurs mesurées pour

le groupe contrdle resté en DD (p>0.05, figure 57A).

¢ Effet d’un créneau de longue durée sur I’expression du Tgfa

Une partie des animaux est exposée a la lumiere, pendant 6h, a partir de CT2. L’ expression du
Tgfa a été mesurée pour le groupe LD contrdle, le groupe DD contrdle et le groupe exposé a
la lumiére, les résultats sont présentés figure 57B. Premiérement, les valeurs obtenues en LD
a deux points horaires, ZT8 et ZT16, ne sont pas différentes (ANOVA a un facteur, p>0.05).
Deuxieémement, le traitement (LD vs. DD) produit une diminution de 1’expression en DD
(ANOVA a un facteur, la condition d’éclairement, p<0.05). Troisiémement, une exposition
des animaux a la lumiére, pendant 6 heures, produit une augmentation de 1I’expression dont les
valeurs sont significativement plus €élevées que celles obtenues en DD (ANOVA a un facteur,
la condition d’éclairement, p<0.05). Enfin, les niveaux mesurés en LD (a ZT8 comme a
ZT16) et apreés I’exposition a la lumicre, ne sont pas différents (ANOVA a un facteur, la

condition d’éclairement, p>0.05).

Ces résultats sont en cours de rédaction pour publication (article en préparation n°3).
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Figure 57 : Un créneau de lumiére de longue durée mais pas de courte durée, peut induire
I’expression de Tgfo dans les SCN de Arvicanthis ansorgei.

Les résultats sont normalisés par expérience en fonction de la valeur maximale mesurée. A.
Les animaux sont placés en DD deux jours avant le créneau de lumiere. Un créneau de
lumiére d’une heure est effectué a CT6 et les animaux sont sacrifiés 1h ou 2h apres le début
du créneau (barres grises). Les animaux des groupes contréles (DD, barres noires) sont
sacrifiés aux mémes moments. B. Des animaux contrdles sont placés en LD et sacrifiés a ZT8
et ZT16 (barres blanches) ou sont placés en DD pendant 2 jours et sacrifiés a CT8 (barre
noire). Un autre groupe d’animaux, sacrifi¢ a CTS, a été placé pendant 6h a la lumiére a partir
de CT2 (barre grise). La seule différence significative obtenue est pour le groupe contréle DD
(vs tous les autres groupes). Ces groupes présentent des valeurs identiques (LD, ZT8 vs ZT16
ou vs DD, CT8 aprés 6h de lumiere).
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3.3. DISCUSSION.

Nous avons donc cherché a déterminer si I’expression de différents neuropeptides chez la
souris et chez A. ansorgei, est de nature circadienne et si la présence de la lumiére modifie
leur expression. L’expression du geéne Avp est nycthémérale et circadienne chez ces deux
especes et présente un maximum en fin de jour (subjectif), vers ZT(CT)9-10. Ces résultats
sont en accord avec ceux précédemment rapportés pour la souris ( )etle
rat (

). Cette similitude d’expression entre ces deux especes (nocture et diurne) est en accord
avec les observations suivantes : (1) le contrdle positif de la transcription de I’Avp est di aux
diméres CLOCK/BMALL via les E-box présentes dans son promoteur ( ) et (2)
I’expression des différents génes horloges est similaire entre ces deux espéces (

). Il semble donc trés probable que la présence rythmique de I’AVP soit identique entre
ces deux especes. Etant donné que I’expression du Vip et du Grp n’est pas circadienne chez le
rat (

), nous avons voulu déterminer si ce constat pouvait se généraliser a d’autres especes de
rongeurs. Contrairement aux résultats obtenus chez le rat (voir chapitre A.1.2.2.), le Vip est
exprimé de fagon rythmique en DD chez la souris et A. ansorgei. Chez la souris, le maximum
d’expression est obtenu pendant la nuit subjective (CT18) et cette expression est augmentée
en LD. En revanche, chez A. ansorgei, les profils moyens d’expression du Vip sont trés
similaires entre les deux conditions d’éclairement. Cependant, la lumicére semble retarder
’apparition du maximum d’expression (CT11 en DD vs ZT17 en LD). L’expression du Vip
semble donc étre spécifique a chacune des espéces, ce qui est également confirmé chez
d’autres especes. En effet, chez les hamsters syrien et sibérien, le maximum d’expression est
obtenu de jour (nos résultats obtenus par la suite et ) et chez ’homme,
I’immunoréactivit¢ au VIP ne présente pas de variations diurnes ( ).
Concernant I’expression du Grp, elle apparait étre endogéne chez la souris comme chez A.
ansorgei, avec des maxima obtenus a CT18 et CT8, respectivement. En conditions LD, la
présence des ARNm du Grp n’est plus rythmique chez la souris tandis que chez A. ansorgei,
la rythmicité persiste mais avec un important retard de phase (pic a ZT18). Les résultats
obtenus pour Vip et Grp sont assez semblables entre les deux conditions d’éclairement, chez

la souris comme chez A. ansorgei. L’expression de ces peptides est circadienne et semble
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fortement affectée par la présence de la lumiére, en provoquant une augmentation des niveaux

chez la souris et retardant I’expression chez A. ansorgei.

Indépendament du caractére nocturne ou diurne des espéces, 1’organisation de 1’expression
des neuropeptides est similaire en LD avec un pic d’expression de I’Avp en fin de jour et du
Vip en milieu de nuit, seule I’expression du Grp différe. En DD, ces décalages de phase entre
ces peptides sont conservés chez la souris mais n’existent plus chez A. ansorgei qui présente
alors un pic d’Avp, de Vip et de Grp en fin de jour. Globalement, 1’expression des
neuropeptides est peu différente entre ces deux especes, la discrimination entre especes
nocturne et diurne ne semble donc pas avoir son origine dans I’expression ni des genes

horloges ( ) ni des neuropeptides dans les SCN.

Dans la seconde partie de cette étude, nous avons caractérisé les profils d’expression circadien
et journalier de Tgfa chez un rongeur nocturne et chez un diurne, afin de confirmer ou
d’infirmer son implication dans le contrdle de I’activité locomotrice et de mettre en évidence
si cette expression dépend des conditions lumineuses. Chez les deux especes, I’expression de
Tofa est circadienne avec un pic d’expression pendant le jour subjectif chez la souris et
pendant la nuit subjective chez A. ansorgei. En revanche, en LD, cette expression ne reste
rythmique que chez la souris. Chez A. ansorgei, les taux d’ARNm restent toujours élevés en
présence d’un cycle LD ce qui a été confirmé dans la troisieme expérience (ZD8 vs ZD16). La
lumiére a donc un effet activateur de I’expression de Tgfa chez cette espéce. Dans le but de
montrer si cet effet de la lumiére est direct ou s’il résulte d’un effet tonique, nous avons
appliqué aux animaux, pendant le jour subjectif, une exposition a la lumiére, de courte ou de
longue durée. Dans le premier cas, 1I’expression du Tgfa ne différe pas de celle obtenue en DD
avec la longue durée, les valeurs obtenues sont plus élevées que celles obtenues en DD et sont
de type LD. Ainsi, I’expression de Tgfa est circadienne chez les deux espéces et la lumicre
présente un effet tonique activateur sur cette expression chez A. ansorgei uniquement. Pour
avoir des controles pour cette ¢étude, nous avons effectué¢ sur des coupes sériées, des
hybridations pour Perl et aussi avec une sonde identique a I’ARNm endogéne de Tgfe, sonde
sens. Chez la souris comme chez A. ansorgei, le pic de Perl se situe au méme moment en LD
et en DD, ce qui confirme les données de la littérature (souris

; A. ansorgei ).
L’absence de marquage obtenu avec la sonde sens de Tgfe, confirme la spécificité du

marquage obtenu avec la sonde de séquence complémentaire a I’ARNm endogéne de Tgfa.
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Le TGFa est supposé étre un facteur inhibiteur de I’activité locomotrice (

). Les résultats que nous avons obtenus confirment cette hypothese
chez la souris qui présente une activité locomotrice pendant la nuit (subjective) et une
expression rythmique du Tgfa avec des valeurs maximales a la transition nuit/jour et des
valeurs minimales a la transition jour/nuit. Ainsi, I’acrophase du pic d’ARNm de Tgfa est en
phase avec la période de repos et sa bathyphase en phase avec celle d’activité. En revanche,
pour A. ansorgei, I’activité locomotrice (figure 52) et le pic d’expression de Tgfa (figure 56)
sont pratiquement en phase, pendant le jour subjectif (le pic d’ARNm étant situ¢ a CT23.27 £+
0.6). De plus, en conditions LD, I’activité¢ locomotrice est limitée a la partie lumineuse du
cycle LD mais I’expression de Tgfa est constitutive avec des niveaux élevés tout au long du
cycle LD (par rapport aux niveaux mesurés en DD). Ainsi, le profil d’expression de Tgfa ne
semble pas étre corrélé avec le rythme d’activité locomotrice de roue chez A. ansorgei. Méme
en considérant que TGFa pourrait étre inhibiteur de 1’activité¢ locomotrice chez les rongeurs
nocturnes et activateur chez les diurnes (hypothése effectuée par , au
sujet de la PK5), cela ne suffirait pas a expliquer 1’expression constitutive de Tgfa en LD

chez A. ansorgei.

Pour provoquer un effet, le TGFa se fixe sur son récepteur de la famille des récepteurs ErbB,
le EGFR (ou ErbB1) ( ). Or, ce n’est pas le seul facteur qui interviendrait
dans le controle de I’activité locomotrice : ’EGF et la Neuregulin-1f induisent les mémes
effets que le TGFa lorsqu’ils sont infusés dans le troisieme ventricule (

). L’EGF peut se fixer a PEGFR mais pas la Neuregulin-18 qui utilise d’autres
récepteurs de la famille ErbB, les ErbB3 et ErbB4 (

). Ainsi, les effets inhibiteurs rapportés par infusion ICV de TGFa ne seraient pas
spécifiques de ce facteur ni de ’EGF mais spécifiques des récepteurs ErbB. De plus chez les
souris Tgfa'/ ", lactivité locomotrice basale (mesurée dans un open field) n’est pas augmentée
par rapport aux souris sauvages ( ) infirmant ainsi 1’hypothése selon
laquelle le TGFa inhibe cette activité. Comme les récepteurs ErbB interviennent dans de
nombreux tissus et que les effets qu’ils provoquent sont spécifiques au tissu, nous ne pouvons
pas confirmer le role qu’ils jouent dans ce mécanisme d’inhibition (

). Cependant, chez les souris waved-2 présentant une réduction de ’activité du récepteur

EGFR de 80-95% (le mutants ngr'/' ne sont pas viables,
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), ’activité locomotrice en DD est identique a celle des souris sauvages (

) montrant ainsi que ces récepteurs ne semblent pas nécessaires.

Comme le récepteur EGFR est également présent au sein méme des SCN (hamster Syrien :

; rat ; souris ), nous
pouvons formuler une nouvelle hypothése quant au réle du TGFa : il est possible qu’il agisse
directement dans les SCN et non comme un facteur diffusible en dehors de cette structure. En
accord avec cette hypothese, il a été décrit que I’immunoréactivité au TGFa ne présente pas
de rythmicité au cours d’un cycle LD, chez les souris ( ). L’action du
TGFa pourrait concerner la synchronisation des neurones des SCN et plusieurs arguments
sont en faveur de cette supposition. Le fait que le TGFa soit fortement exprimé par les
astrocytes (plus que dans les neurones) conforte cette idée sachant que les prolongements
astrocytaires présentent une variation circadienne (

). Aussi, une interaction dépendante du temps avec les neurones est possible via le
TGFa . De plus, la régionalisation des neurones des SCN exprimant différents peptides joue
un role important dans la synchronisation, la génération et la distribution des signaux efférents
( ). Comme les neurones a TGFa ne colocalisent
pas avec ceux a AVP ( ), cela confirme encore I’hypothése selon

laquelle le TGFa joue un rdle dans la synchronisation des neurones.

Comme I’'implication du TGFa dans le controle de I’activité locomotrice n’est pas confirmée
d’un point de vue circadien/journalier, il ne semble pas imminent d’étudier les variations
saisonnieres de son expression tant que le role réel du TGFa dans les rythmes circadiens n’est

pas mieux caractérisé.
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4. Mécanisme de décodage du signal meélatoninergique par

la Pars tuberalis.

Dans les chapitres précédents, nous avons vu que I’horloge circadienne localisée dans les
SCN est aussi responsable de 1’intégration et de la construction du message photopériodique.
Ainsi, les SCN contrdlent le rythme saisonnier de synthése nocturne de mélatonine par la
glande pinéale. L’une des cibles de la mélatonine est la PT de 1’adénohypophyse intervenant
dans la régulation annuelle de la qualit¢ du pelage. L’expression des récepteurs de la
mélatonine dans cette structure est d’ailleurs trés conservée entre especes (

). La PT exprime les produits des génes horloges et cette
expression semble régulée par la mélatonine (voir chapitre A.2.4.3.). Ainsi, au dela de sa
fonction physiologique actuellement connue, la PT est le principal modele d’étude du mode
d’action moléculaire de la mélatonine et, indirectement, des mécanismes d’entralnement
d’une structure périphérique par les SCN. Dans la PT, la mélatonine exogeéne permet

d’augmenter les niveaux d’ARNm de Cryl et de diminuer ceux de Perl (

).

Nous avons donc cherché a caractériser 1’effet de la mélatonine sur la PT. D’une part en
déterminant les variations photopériodiques des genes horloges et d’autre part en étudiant

I’effet direct de la mélatonine sur leur expression dans la PT.

4.1. CHEZ LE HAMSTER D’EUROPE.

4.1.1. Introduction.

Les hamsters syrien et sibérien présentent une augmentation de la durée du pic de mélatonine
en SP et une diminution de I’amplitude des rythmes de Perl dans la PT. Chez le mouton, la
durée de pic de mélatonine ne semble pas affecter I’amplitude des pics d’ARNm de Perl, de
Cryl et de Rev-erba mais semble changer les phases des pics, ce qui est a la base du modéle
de coincidence interne décrit par Lincoln et coll (2002). Comme la variation annuelle du pic
nocturne de mélatonine est trés importante en durée et en amplitude chez le hamster d’Europe,
nous avons donc choisi cette espéce pour étudier I’effet de cette variation (donc de la

photopériode) sur la PT. Nous avons €tudi¢ les variations du pic de mélatonine par RIA et le
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décours temporel sur 24h de présence des ARNm de genes horloges paraissant étre régulés
positivement (Cryl) ou négativement (Perl et Rev-erba) par la mélatonine. Les animaux de
cette étude sont les mémes que ceux utilisés pour caractériser 1’effet de la photopériode sur

I’expression des genes horloges dans les SCN (chapitre D.1.2.)

4.1.2. Résultats.

Les animaux utilisés sont en conditions photopériodiques naturelles, donc les données sont
présentées en fonction du ExtT12. Par cette représentation, 1’arrivée du jour se situe a ExtT4
en LP et & ExtT8 en SP. Les différences entre photopériodes (SP comparée a LP) sont
présentées comme valeur calculée + SEM. Les résultats de ’ANOVA a un et a deux facteurs

(F test) sont vérifiés comme suit : ***=p<0.001, **=p<0.01, *=p<0.05.

¢ Variations photopériodiques du pic de mélatonine

Le pic de mélatonine présente des variations journaliére et saisonniére (figure 58, en haut).

L’amplitude du pic varie significativement de 6310 pg/glande en Juin contre 300141
pg/glande en Novembre (***). La durée du pic est aussi augmentée en SP par rapport a LP

(4.46h + 1.30%*).

¢ Expression photopériodique des génes horloges dans la PT

Les trois génes horloges étudiés présentent des variations rythmiques de leur expression

(figure 58, en bas). Le pic d’ARNm de Cry1 se situe a la transition nuit/jour en LP (ExtT3-6)
et au cours de la nuit en SP (ExtT15-1). Une augmentation de la durée du pic (7.08h +

1.66***) est ¢galement observée en SP.

L’expression de Perl est transitoire et maximale 2h aprés ’arrivée de la lumicre, quelque soit

la photopériode (ExtT6 en LP et ExtT10 en SP) et sans effet significatif sur la phase du pic.
Concernant les niveaux d’ARNm de Rev-erbe, un pic est présent Sh (ExtT9 en LP) ou 8h

(ExtT16 en SP) apres I’arrivée du jour et cette différence de phase n’est pas significative

(p>0.05).
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Figure 58 : Variations journalieres des quantités de mélatonine pinéalienne et des ARNm des
genes horloges dans la PT de hamster d’Europe dans deux conditions photopériodiques
naturelles.

Variations journalieres de la quantité pinéalienne de mélatonine déterminées par radio-
immuno assay et des quantités d’ARNm des génes horloges déterminés par hybridation in situ
radioactive en LP naturelle (LP16:8, carré) et SP naturelle (SP8:16, cercles). Un exemple de
marquage en LP sur une coupe enticre est donné (la barre noire représente 5 mm) avec, en
plus, un agrandissement de la zone contenant la PT pour chaque geéne a deux temps
journaliers correspondants aux maximum (max) et au minimum (min) de marquage. Sur les
graphiques, les barres horizontales pleines et vides représentent les périodes d’obscurité et de
lumiere du cycle L/D respectivement. Les courbes représentent les régressions non linéaires
des niveaux de mélatonine et des niveaux d’ARNm des génes en LP (lignes continues et
grises) et en SP (lignes discontinues et noires). Chaque points représente la moyenne = SEM
de 4 a 6 animaux. ROD : relative optical density.
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¢ Effet d’une injection unique de mélatonine sur I’expression de Cryl

Une injection unique de mélatonine réalisée en début de nuit (ExtT21) chez des animaux
maintenus en photopériode longue naturelle a permis 1’obtention de niveaux plasmatiques de
mélatonine plus élevés que ceux obtenus pour le groupe salin, 2h et 4h post-injection

(figure 59, ANOVA a deux facteurs, interaction temps*photopériode, F; 14=5.66%).

Pour le groupe injecté-salin, les niveaux de Cryl sont plus élevés 4h que 2h apres injection
(figure 59, ANOVA, F; 14=7.69%). Pour le groupe injecté-mélatonine, ces niveaux sont élevés
2h apres injection mais 4h apres injection ils sont diminués jusqu’a des niveaux équivalents
au groupe "2h aprés injection-saline" (ANOVA a deux facteurs, interaction photopériode x

temps, Fi, 14=62.48%).

Cette ¢tude fait I’objet de la seconde partie de I’article en préparation n°1.

3000 - [ Melatonin — Cryl
2000 1 6 | I
1000 1 —*—
E — [a) ,—*—|
> e 4
o
50 -
. 0
2h 4h 2h 4h

Figure 59 : Effet d’une injection unique de mélatonine sur I’expression de Cryl dans la PT de
hamster d’Europe en LP naturelle.

L’injection saline ou de mélatonine a été effectuée une heure apres le début de la nuit et les
sacrifices 2 ou 4 heures aprés injection. Les barres noires représentent le groupe salin et les
grises le groupe mélatonine. Chaque point représente la moyenne = SEM de 4 animaux.
Gauche : niveaux plasmatiques de mélatonine, en pg/ml, déterminés par dosage
radioimmunologique. Droite : niveaux d’ARNm de Cryl dans la PT, en ROD (relative optical
density), déterminés par hybridation in situ radioactive. Les étoiles indiquent une différence
significative (P<0.05).
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4.1.3. Discussion.

Le fonctionnement de la PT est dirigé par la mélatonine (

). En effet, I’expression de Cryl dans
la PT est rythmique et les quantités d’ARNm augmentent en phase avec 1’augmentation
plasmatique de mélatonine chez le rat et le mouton (

). A I’inverse, les niveaux d’ARNm de Perl dans la PT augmentent avec la diminution
sérique de mélatonine chez le mouton ( ) et le hamster sibérien
( ). Ces effets opposés de la mélatonine ont permis de définir un modéle
du décodage de signal mélatoninergique par la PT, le modele de coincidence interne
(paragraphe A.2.4.3.3. et ). Cependant, plusieurs points restent peu
compris. Premiérement, I’expression de Perl, inhibée par une injection de mélatonine, parait
tout de méme étre régulée positivement in vivo par la mélatonine car les animaux
pinéalectomisés ou les souris KO pour le récepteur MT1, ne présentent pas d’ARNm
détectables de Perl. Deuxieémement, ce modele ne semble pas applicable a toutes les especes
puisque I’expression de Perl est inhibée en SP chez les hamsters syrien et sibérien (

). De maniére surprenante, la régulation des geénes horloges dans la PT du
hamster d’Europe parait étre plus proche de celle du mouton que de celle des autres rongeurs
étudiés : (1) Perl est rythmique en LP et en SP, (2) les pics d’ARNm de Perl et de Rev-erba
restent corrélés avec 1’arrivée du jour dans les deux photopériodes. Le profil d’expression
obtenu pour Rev-erba est d’ailleurs trés proche de celui décrit chez le mouton (

). Enfin, le pic d’expression de Cryl est en avance de phase et présente une
augmentation de durée en SP par rapport a LP ce qui est en accord avec le modele de
coincidence interne. Cependant, contrairement a la situation LP, il ne semble pas y avoir de
relation claire entre le pic de mélatonine et celui de Cryl en SP. Comme les récepteurs de la
mélatonine présentent des variations saisonni€res en quantités et en qualités (état de
sensibilisation/désensibilisation) il est possible que ces facteurs jouent un rdle pour
I’établissement du rythme d’expression de Cryl. De plus, la présence d’une horloge
circanuelle chez le hamster d’Europe pourrait avoir une action sur 1’expression de Cryl et
ainsi compliquer I’interprétation de nos résultats. Par exemple, la pinéalectomie (

) ou le maintien en conditions photopériodiques constantes (

) n’inhibent pas totalement le rythme saisonnier de reproduction chez cette espece.
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Aussi, ’expression de Cryl en SP pourrait également étre expliquée par 1’existence de cette
horloge endogéne circanuelle.

Nous avons effectué une injection saline ou de mélatonine en début de nuit chez des animaux
maintenus en LP. Le groupe salin présente des quantités d’ARNm de Cryl plus élevées 4h
apres injection que 2h apres. Cette augmentation correspond au début de 1’augmentation du
pic de Cryl en conditions normales de LP (voir figure 58). Pour le groupe injecté a la
mélatonine, ’expression de Cryl est rapidement induite (2h apres injection), mais cette
activation transitoire n’est pas suivie du pic d’expression endogeéne (4h apres injection). Cette
é¢tude montre qu’en dépit des niveaux annuels les plus bas de mélatonine sérique, la sensibilité

de la PT n’est pas pour autant réduite.

4.2. CHEZ LE MOUTON.

4.2.1. Introduction.

Chez le hamster d’Europe comme chez le rat ou encore chez le mouton, nous avons vu que la
PT est sensible a une injection de mélatonine en terme d’augmentation de 1’expression de
Cryl et de diminution de celle de Perl. Ces résultats confortent I’hypothese selon laquelle la
mélatonine dirige le fonctionnement de la PT. Plusieurs questions alors en découlent, (1) la
présence d’un signal rythmique de mélatonine est-elle nécessaire pour obtenir les variations
circadiennes des messagers horloges ? et (2) les effets de la mélatonine sont-ils restreints a
des fenétres d’activations/inhibitions situées aux transitions jour/nuit et nuit/jour ? Nous
avons utilisé le mouton de Soay comme modgele, car il est I’objet de nombreuses études sur les
réponses moléculaires de la PT aux variations de mélatonine. Pour répondre a la premiere
question, un premier groupe d’animaux a été placé le jour des prélévements en conditions de
lumiére constante afin d’inhiber le pic de mélatonine endogéne. Pour répondre a la seconde
question, un second groupe d’animaux, placé lui aussi en conditions de lumiére constante a
¢été utilisé. Toutes les 4h sur un cycle de 24h de lumiére continue, des animaux ont regu un
implant de mélatonine et les prélevements ont été effectués 3h aprés implantation. La
vérification de la qualité des implants de mélatonine et de I’exposition des animaux a la
lumiére constante est réalisée par dosage des quantités plasmatiques en mélatonine et en
prolactine.

Ces animaux sont les mémes que ceux utilisés pour 1’é¢tude de I’effet de la mélatonine sur

I’expression des genes horloges dans les SCN (chapitre D.2.2.).
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4.2.2. Résultats.

Les résultats sont présentés relativement au ZT0 définissant I’arrivée de la lumiére constante.

A ZT16, la lumiére reste allumée jusqu’en fin d’expérience.

¢ Effets du traitement sur les profils endocrines

La lumicre constante provoque une suppression de la concentration plasmatique en
mélatonine tout au long des 24h (figure 60A ; concentration en mélatonine du groupe
témoin : 10.4+£0.9 pg/ml, n=24). Les implants de mélatonine augmentent de maniere
significative la concentration en mélatonine dans les 3h aprés leur pose (figure 60A ;
p<0.001, effet du traitement, ANOVA) et cet effet est indépendant de 1’heure de traitement
(p>0.05, ANOVA a deux facteurs, interaction temps*traitement). Les concentrations
plasmatiques résultantes (216.9+28.0 pg/ml, n=24) sont du méme ordre que les taux nocturnes

physiologiques obtenus chez cette espece ( ).

Bien que la concentration en prolactine paraisse plus basse chez les animaux témoins (LL+
implant ne contenant pas de mélatonine) a ZT16 (figure 60B ), il n’y a pas de différences
significatives sur 24h dans chacun des deux groupes (p>0.05, ANOVA un facteur).
L’administration de mélatonine en lumiére constante réduit la valeur plasmatique moyenne de
prolactine (figure 60B; concentration plasmatique en prolactine : 29.8+4.0 vs 19.6+£2.6 ng/ml,
groupe salin vs traité, n=24, p<0.01, ANOVA a deux facteurs, effet du traitement). Et, cette
réponse & la mélatonine n’est pas dépendante du temps (p>0.05, ANOVA a deux facteurs,

interaction temps*traitement).

¢ Expression des géenes horloges dans la PT

En dépit de ’absence de mélatonine dans la plasma chez le groupe témoin, I’expression de
quatre des cinq geénes horloges analysés dans la PT présente une variation significative sur
24h (p<0.05, ANOVA, figure 61A). Pour Rev-erbe et Perl, qui présentent normallement des
pics d’expression situés en début de jour chez les animaux placés en LP (

), un pic indépendant de la mélatonine est observé environ 20 heures
apres le début de la lumicre constante. En revanche, leurs pics d’expression sont inhibés par

une injection de mélatonine (p<0.05, ANOVA a deux facteurs).
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Figure 60 : Les implants de mélatonine induisent des niveaux plasmatiques physiologiques de
mélatonine et inhibent la prolactine plasmatique en condition LL chez le mouton.

Niveaux journaliers de mélatonine (A) et de prolactine (B) sanguins déterminés par dosage
radio-immunologique. Les animaux, ¢levés en LP, sont placés en LL le jour de I’expérience
(la lumiére reste allumée a la transition jour/nuit habituelle). Toutes les 4 heures, des animaux
recoivent un implant unique de mélatonine (ou de son solvant) et sont sacrifiés 3 heures apres
I’implantation. Les barres blanches représentent le groupe injecté-salin et les barres noires, le
groupe injecté-mélatonine. Chaque point représente la moyenne £ SEM de 4 animaux.
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Pour Per2, dont le pic se situe apres celui de Perl en LP ( ), une
augmentation de son expression indépendante de la mélatonine, est observée aprés 24h
d’exposition au LL. Ce pic d’ARNm est supprimé par 1’injection de mélatonine (p<0.05,

ANOVA a deux facteurs).

De la méme fagon qu’en conditions LP ( ), un pic d’expression de Bmall
est observé entre ZT12 et ZT16 en LL pour le groupe salin et disparait pour le groupe

mélatonine (p<0.05, ANOVA a deux facteurs).

A Pl’inverse des autres genes, 1’expression de Cryl chez les animaux placés en LL ne varie pas
en fonction du temps (p>0.05, ANOVA a un facteur) et présente des valeurs faibles a tous les

points (figure 61A et B). Une infusion de mélatonine pour une période de 3heures provoque

une large augmentation de I’expression de Cryl (p<0.001 pour D’effet du traitement,
ANOVA). Cette augmentation est observée a tous les points de prélévements du cycle de 24h

(p>0.05, ANOVA a deux facteurs).

Ce travail représente la seconde partie de la publication dans Endocrinology en 2006.
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Figure 61 : Effet de la mélatonine exogene sur I’expression des genes horloges dans la PT du
mouton Soay.

A. Niveaux journaliers en LL d’ARNm des geénes horloges déterminés par hybridation in situ
radioactive et exprimés en densité optique. Les animaux, élevés en LP, sont placés en LL le
jour de I’expérience (la lumiere reste allumée a la transition jour/nuit habituelle). Toutes les 4
heures, des animaux recoivent un implant unique de mélatonine (ou de son solvant) et sont
sacrifiés 3 heures apres I’implantation. Les barres blanches représentent le groupe injecté-
salin et les barres noires, le groupe injecté-mélatonine. Chaque point représente la moyenne *
SEM de 4 animaux. * : p<0.05, ANOVA a deux facteurs. B. Exemples de marquage obtenu
pour Cryl en fonction du temps et de I’injection (sal : salin, Mel : mélatonine). La barre noire
représente Smm.
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4.2.3. Discussion.

Des études récentes ont mis en évidence la présence rythmique des messagers des genes
horloges dans la PT chez les mammifeéres, et ont proposé des modeles par lesquels ces génes
pourraient médier les effets photopériodiques de la mélatonine ( ). Dans
cette ¢étude, nous avons utilis¢ le mouton Soay pour démontrer que les rythmes des genes
horloges persistent en I’absence de sécrétion endogéne de mélatonine. De plus, chez cette
espece, des infusions de mélatonine altérent 1’expression des genes a toutes les phases du
cycle de 24h dans la PT, sans aucun effet direct sur les SCN (chapitre D.2.2.). En résumé de
ces effets, I’expression des génes horloges dans la PT 3h aprées injection de mélatonine est
modifiée : les messagers de Cryl sont élevés, sans effet du temps de 1’infusion, alors que tous
les autres ont une diminution des messagers au moment du pic endogeéne, donc en fonction de
I’heure d’injection (figure 61). Plus généralement, cette étude est le premier exemple

d’effets multiples sur I’expression des génes horloges a un unique stimulus endocrine.

La PT présente une population homogéne de cellules exprimant le récepteur de la mélatonine
de type 1 (MT1) ce qui en fait un tissu idéal pour 1’étude de 1’action de la mélatonine (

)., Une abolition de I’expression rythmique des geénes
horloges dans la PT par une inhibition a long terme de la sécrétion de mélatonine ou la perte
de récepteurs MT1 fonctionnels, semble indiquer que le fonctionnement moléculaire de ce
tissu est sous dépendance de la mélatonine (

). Cependant, nos résultats démontrent des variations temporelles
significatives de I’expression de 4 genes horloges sur une période de 24h en I’absence de
mélatonine, ce qui supporte I’hypothése de I’existence d’une horloge endogene dans la
PT. Ainsi, ’arythmie de I’expression de Perl dans la PT de hamsters pinéalectomisés 7 jours
auparavant ( ) pourrait dériver d’un amortissement progressif de cet
oscillateur circadien. Sur la base des études récentes de découplage dans des systémes de
cellules en culture ( ) nous
pouvons penser que cet amortissement serait dii a la désynchronisation des oscillateurs
individuels des cellules de la PT. En accord avec cette hypothése, chez les souris déficientes
en syntheése de mélatonine ou chez les souris déficientes en récepteur MT1 (

), Pexpression des genes horloges dans la PT est arythmique car les
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cellules de la PT n’ont jamais été synchronisées au cours du développement feetal ou

postnatal.

Cette ¢étude a examiné seulement I’un des aspects de I’information inhérente au signal
mélatoninergique endogene : des niveaux ¢levés de mélatonine associés a la phase nocturne.
Nos résultats suggérent une réponse de type transition jour/nuit (expressions de Cryl élevée et
de Pers, Rev-erba et de Bmall faibles) qui serait provoquée par des niveaux de mélatonine
augmentant a chaque phase du cycle de 24h. Ceci suggere que le fonctionnement des cellules
de la PT est dépendant des augmentations de mélatonine ( ), ce qui
veut dire que les mécanismes moléculaires inhérents a la PT seraient remis a I’heure en un
¢tat de transition jour/nuit ("état crépuscule") et indépendamment de 1’état juste précédent.
Cet état jour/nuit est transitoire car des résultats précédemment obtenus par G. Lincoln et D.
Hazlerigg (2002), co-auteurs, ont montré des valeurs faibles de Cryl et élevées de Bmall, en
présence continue de mélatonine, du milieu a la fin de nuit. Comme les effets de la mélatonine
sur la transduction des signaux cAMP-dépendants et sur 1’expression des geénes horloges
persistent durant une exposition prolongée de mélatonine ( ), il est
probable que des mécanismes indépendants de la voie cAMP interviennent pour la disparition

de I’"état crépuscule" dans des conditions physiologiques.

En parallele, la PT de la caille japonaise présente également une expression rythmique des
genes horloges avec, cependant, une activation de la transcription de Cryl par la lumiére. De
plus, cette activation est restreinte a certains temps du cycle ( ) ce qui
suggere que la PT des oiseaux contiendrait un oscillateur circadien plus robuste que celui des
mammiféres. Chez le mouton, en conditions naturelles, les heures d’apparition de 1’aube et du
crépuscule varient en direction opposée au cours de I’année, ce qui peut donner lieu a une
certaine flexibilit¢ de la réponse de la PT a la diminution de mélatonine a I’aube. Méme si
notre expérience ne le démontre pas directement, nos résultats sont en accord avec cette
prédiction : le moment ou survient 1’aube, caractérisé par une augmentation des messagers de
Perl, peut étre décalé dans le temps par la présence de lumiére la nuit précédente, ce qui
serait en accord avec la diminution de mélatonine alors induite ( ). De ce

fait, la PT du mouton montre une remarquable plasticité pour sa réponse aux changements de

profils de sécrétion de mélatonine.
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Des études concernant la PT des mammiféres ont eu pour objectif de caractériser la
modulation de I’activité de I’adénylate cyclase par la mélatonine ( ). La
régulation par la mélatonine de Perl, considéré comme un géne de réponse précoce régulé par
I’ AMPc, utiliserait cette voie ( ). Cependant, les autres génes ne sont pas
régulés par la voie AMPc, ce qui suggere que d’autres voies, non encore définies,
interviennent dans cette régulation. En accord avec cette possibilité, des études effectuées sur
différents tissus (incluant la PT du mouton) ont montré que d’autres voies étaient sensibles a
la mélatonine ( ). On ne peut cependant pas exclure la possibilité que
I’induction de Cryl modifierait I’expression des autres genes. Cependant, ce mécanisme
supposerait une transcription et une traduction rapide de Cryl mais également une
augmentation de I’instabilit¢ des ARNm des autres geénes horloges pour avoir un effet apres le
temps relativement court (3heures) entre l’infusion de mélatonine et les prélévements

effectués dans cette expérience.

Au cours de cette expérience, nous avons vu également que lors des dernic¢res 24h, I’injection
de mélatonine en LL inhibait la sécrétion de prolactine. Ceci ne refléte certainement pas un
effet direct sur les cellules lactotrophes qui, d’une part, sont dépourvues de récepteurs de la
mélatonine ( ) et d’autre part, sont insensibles a la
mélatonine in vitro (Stirland et al., 2001). Il n’est pas clair si la mélatonine agit au niveau de
la PT ou de I’hypothalamus pour supprimer la libération de prolactine. Comme les
monoamines hypothalamiques ne controlent pas les changements photopériodiques de
sécrétion de prolactine ( ), il est possible que la mélatonine
stimule la sécrétion de dopamine, facteur inhibant la prolactine, par les neurones
hypothalamiques ( ). Ou alors, la mélatonine pourrait
inhiber la sécrétion par la PT de facteur(s) relargant(s) la prolactine ou tubéraline(s)
(

). Cependant, le mécanisme par lequel la mélatonine agirait sur la

tubéraline reste inconnu.

En résumé de cette étude, nous avons montré qu’un méme signal hormonal peut avoir des
effets opposés sur la transcription des geénes horloges. Ainsi, la PT pourrait devenir un tissu
modele, pour 1’étude du fonctionnement des oscillateurs périphériques circadiens comme pour
I’étude de la mesure du temps photopériodique, sachant que sa principale voie d’entrée, la

mélatonine, est bien connue.
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E. Conclusions et perspectives
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Au cours de ma thése, j’ai pu mettre en évidence que I’expression journaliére des genes
horloges et de génes de sortie de I’horloge au sein des SCN dépend des conditions
photopériodiques. Il apparait qu’une SP induit toujours une diminution d’expression de Clock
et, dans certains cas, de Bmall, ce qui a trés certainement pour conséquence la diminution
d’expression observée globalement (en termes d’amplitude et/ou de durée) des autres genes
horloges. Ainsi, bien que la période soit toujours égale a 24 h, les oscillations des boucles
moléculaires et de leurs sorties, sont amorties en SPacc. Ce résultat obtenu chez les hamsters
syriens et d’Europe et confirmé chez d’autres especes, montre que 1’horloge principale est
affectée par les conditions photopériodiques. Nous avons également montré que le temps
nécessaire au passage d’une expression de type LPacc au type SPacc par les genes de
I’horloge est rapide et ne dépend pas de la présence de mélatonine. Quant aux modifications
de ’expression des genes de sortie de I’horloge induites par une SP, il apparait rapidement un
état intermédiaire qui est donc sous 1’'unique dépendance de la photopériode (directement ou
par I’intermédiaire des geénes horloges), alors que 1’acquisition du profil SPacc apparait plus
tardivement et nous ne pouvons pas totalement exclure que la mélatonine participe a cette
variation. Cependant, comme la mélatonine ne provoque aucun changement de 1’expression
des génes horloges ou de I’Avp a court terme, cela renforce 1’idée qu’elle ne participerait pas a
I’intégration d’une nouvelle photopériode par les SCN. Nous avons donc observé que
I’apparition des profils d’expression de type SPacc est rapide en terme de genes horloges et
lentes en terme de génes de sortie de I’horloge montrant ainsi que I’horloge intégre la
photopériode et construit des messages photopériodiques. Nous avons également observé,
chez le hamster syrien, que I’expression journaliére du géne Clock qui est élevée et
indépendante du temps au cours d’un cycle en LPacc, est rythmique en SPacc par apparition
de valeurs basses puis devient de nouveau indépendante du temps avec des valeurs toujours
faibles en SP-R. Si I’apparition de la rythmicité est rapide, I’acquisition du profil SPacc est
bien plus lente. Ainsi, les SCN sont a la base de la construction des messages journalier et
saisonnier et le géne Clock semble étre responsable de la construction des messages

saisonniers SPacc et SP-R.

Le rythme d’activité locomotrice des animaux est sous le controle des SCN et il avait été
proposé que le TGFa participe a ce contrdle. Or, le rythme d’activité locomotrice dépend de
la photopériode. Nous avions comme projet d’étudier la possibilité que 1’expression du Tgfa
dépende des conditions photopériodiques et soit corrélée a la forme des rythmes d’activité

locomotrice. Mais, nous avons renoncé a tester cette hypothése car, la comparaison de son
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profil d’expression entre un rongeur a activité¢ diurne et un a activité nocturne, a montré qu’il
est plus probable que le TGFa joue un role dans la synchronisation des neurones des SCN que
dans le contrdle de I’activité locomotrice.

Les SCN construisent des messages journaliers différents en fonction des conditions
photopériodiques. La mélatonine est le principal relai hormonal de diffusion des messages
photopériodiques. Le tissu cible de la mélatonine que nous avons choisi d’étudier est la PT.
Nous avons montré que ’expression des geénes horloges dans cette structure dépend de
I’environnement photopériodique. De plus, par différents protocoles d’administration de
mélatonine exogene, nous avons mis en évidence le fait que la mélatonine permet une
augmentation rapide de la quantitt d’ARNm de Cryl et une inhibition des pics
d’expression des autres genes horloges dans la PT. A I’inverse, 1’absence de mélatonine le
jour des prélévements, abolit la rythmicité de I’expression de Cryl mais est sans effet sur
celle des autres génes. Ainsi, nos résultats montrent clairement des effets directs et opposés de
la mélatonine sur I’expression des genes horloges dans la PT. Comme 1’expression de tous les
genes horloges a I’exclusion de Cryl reste rythmique en absence de mélatonine, nos résulats

sont en faveur de la présence d’horloges endogenes dans les cellules de la PT.

A partir de I’ensemble de ces résultats et des données de la littérature, de nombreuses
perspectives sont envisageables. Comme les études dans le domaine des rythmes saisonniers
reviennent trés souvent a comparer deux situations circadiennes, une premicre partie de notre
discussion sera consacrée aux relations entre les données moléculaires circadiennes et les
informations que I’on pourrait en déduire en terme saisonnier. Une seconde partie sera dédi¢e
au gene Clock et a sa régulation journaliére possible comme a son mode d’action
hypothétique. Enfin, une troisieme partie concernera le décodage de la photopériode par la

PT.
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1. Du circadien au saisonnier.

Les SCN integrent les variations photopériodiques et construisent un message saisonnier,
mais les mécanismes sous-jacents par lesquels ce message est construit restent encore a

définir.

1.1. CODAGE DE LA PHOTOPERIODE PAR LES SCN.

1.1.1. Au niveau moléculaire.

Dans Dintroduction générale, nous avons vu que les boucles moléculaires présentent
d’importantes régulations en terme circadien. En revanche, en terme saisonnier, nous avons
juste montré que les niveaux d’ARNm varient en fonction des conditions photopériodiques. I
est fort probable que d’autres régulations journaliéres puissent, elles-aussi, étre sensibles aux
conditions photopériodiques. Une caractérisation photopériodique plus approfondie des états
d’activité de chacun des acteurs intervenant dans la régulation circadienne, sera nécessaire
pour mieux élucider les raisons pour lesquelles les pics d’expression de Perl,2,3 varient en
durée et pas celui de Cryl (résultat chapitre D.1.1.), les pics d’expression de Per2,3 sont
modifiés en moins de 21 jours et pas celle celui de I’Avp (résultat chapitre D.2.1). L’étude des
¢tats d’activité de différentes protéines intervenant dans le contrdle de la transcription des
geénes pourraient expliquer ces différences. Par exemple, I’étude de 1’état d’activation de
WDRS (voir chapitre A.1.3.2.1.et ), les fluctuations de présence de
DBP/E4BP4 pourraient expliquer les différences observées entre les pics de Per2 et Rev-erba
et entre Per2 et Avp, respectivement. Il serait également intéressant de caractériser si la
photopériode influe sur les effets des diverses protéines intervenant dans les contrdles post-

transcriptionnels et post-traductionnels (voir chapitre A.1.3.2. et

).
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1.1.2. Au niveau cellulaire.

L’une des hypothéses pour expliquer la mesure du temps photopériodique est la présence de
deux oscillateurs, I’un du matin (M) et ’autre du soir (E) (pour détails, voir introduction,
chapitre A.2.2.2. et discussion, chapitre D.1.1.3.). En résumé, ce modele stipule que la
relation de phase entre les pics de présence des dimeres PER1/CRY1 (M) et PER2/CRY2 (E)
varie au cours des saisons et serait a la base de la construction d’un message photopériodique.
Les données mesurées par de la Iglesia et coll. (2004) valident I’hypotheése d’un tel modéle.
Dans leur étude, ils montrent que le décalage de phase entre les pics d’ARNm de Perl et de
Per2 est plus important (de 60%) en photopériode longue que courte (3.6h en LP contre 2.20
en SP). En revanche, nos résultats (chapitre D.1.1.) ne correspondent pas entieérement a ce
modele : le pic ’ARNm de Cryl est centré sur la transition jour/nuit et non sur la transition
nuit/jour ce qui n’est pas compatible avec I'implication de Cryl comme composant de
I’oscillateur du matin. Ainsi, le modele E/M avec les diméres PERs/CRY's comme support ne
peut expliquer la mesure du temps photopériodique. Il reste donc a savoir si chaque cellule est
compressée/décompressée en fonction de la photopériode (modele durée) ou si les différences
de phase changent en fonction de la photopériode (modele couplage). Or, les résultats que
nous avons obtenus peuvent s’expliquer aussi bien par I'une que par ’autre de ces

hypotheses.

De plus, des données récentes montrent que I’intégration de la photopériode par les SCN n’est
certainement pas effectué¢e de fagon homogene par les SCN. En effet, chez le hamster sibérien
et la souris, les variations photopériodiques des profils d’expression des genes horloges
seraient différentes entre les parties rostrales et caudales des SCN (

). La phase des pics d’ARNm des génes horloges semble plus fortement affectée par
la photopériode, dans la partie caudale des SCN que dans leur partie rostrale. Ainsi,
I’existence du modele "couplage" semble étre confirmée. Cependant, cela n’exclut pas qu’un
changement photopériodique s’intégre a la fois par les décalages de phase entre cellules et par
une variation de la durée (et/ou I’amplitude) d’activité journaliere de chaque cellule. Une
analyse des rythmes de luciférase, a I’aide d’une caméra CCD, chez les souris Perl::LUC ou

PER2::LUC montrera alors 1’existence du modéle "durée".

232



1.2. CONCLUSIONS.

L’intégration de la photopériode par les SCN peut donc trouver son origine tant au niveau
moléculaire que cellulaire. Nous avions évoqué (discussion chapitre D.1.2.) que la
construction de message(s) photopériodique(s) par les SCN, semble s’effectuer différemment
en fonction de la région des SCN. Parmi les conséquences de ces changements de
fonctionnement des SCN, on note une augmentation de la durée de sécrétion de mélatonine et
une variation du rythme d’activité locomotrice. Les mécanismes probables permettant les

adaptations des SCN aux variations photopériodiques sont présentés figure 62.
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Figure 62 : Résumé des mécanismes pouvant intervenir dans le codage et le décodage de
I’information photopériodique.

Les fleches courbes dans les cercles représentent une expression journaliere des genes,
dépendante de la photopériode.
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2. Clock, un gene a la base des rythmes saisonniers.

Les résultats que nous avons obtenus concernant I’expression du gene Clock dans les SCN
laissent supposer que ce geéne joue un rdle prépondérant dans le déterminisme des
physiologies de type SPacc et SP-R. Des études portant sur I’implication particuliére de ce

gene vont étre proposees.

2.1. REGULATION DE LA PRESENCE DES ARNm DE CLOCK.

Les mécanismes permettant 1’apparition du profil de type SP-R pour la présence des ARNm
de Clock sont bien évidemment encore inconnus. Plusieurs hypothéses peuvent étre
envisagées. Il est possible que la mélatonine exerce un effet cumulatif permettant alors a long
terme, de diminuer les niveaux de Clock. Ceci peut expliquer pourquoi 1’apparition du profil
SPacc comme celui en SP-R, n’intervient que tardivement. Cela permettrait également
d’expliquer pourquoi la mélatonine n’a pas ou trés peu d’effets a court terme sur 1’expression
des geénes horloges (résultat chapitre D.2.2.) en dépit de la présence de ses récepteurs, dans les
SCN de la majorité des espéces étudiées. Chez le hamster syrien, le suivi des niveaux
d’ARNm de Clock, aprés pinéalectomie puis transfert en SP, permettra de voir si la
mélatonine joue un role dans ces modifications a long terme des niveaux d’ARNm de Clock.
De plus, comme différentes populations cellulaires existent tant au niveau histochimique que
fonctionnel, une régionalisation des cellules exprimant Clock (non observable en hybridation
in situ radioactive mais révélée par des doubles hybridations in situ non radioactives),
permettra de déterminer quels types cellulaires (neurones a Avp, Vip ou a Calb) sont plus

particulierement affectés par ces modifications.

Au niveau moléculaire, il est possible que I’activité transcriptionnelle de Clock ne varie pas
au cours du temps (journalier et saisonnier) mais que les ARNm codant CLOCK soient une
cible de dégradation spécifique. Nous avons vu que la NOCTURNIN a la capacité de
dégrader des ARNm (voir chapitre A.1.3.2.). Une autre molécule pourrait également étre
ciblée. Chez les procaryotes, la RIBONUCLEASE III (ou ARNase III) intervient dans le
contrdle de la maturation des ARN ( ). Il semble que chez les eucaryotes, cette
protéine ait le méme role (

). Récemment, la transcription de la Ribonucléase Il a été montrée comme étant
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rythmique de fagon endogéne ( ). Son role précis dans le domaine des
rythmes tout comme ses voies de régulation ne sont pas encore connus. Cependant, elle
pourrait intervenir, comme la NOCTURNIN, dans le controle post-transcriptionnel des génes
horloges, mais au niveau de la maturation de leurs ARNm. Si I’on compare ces hypothéses a
ce qui est connu chez la drosophile et chez les plantes, elles apparaissent fortement probables.
Chez la drosophile, ’'UTR 3’ de Perl joue un role dans la période d’activité (

) et chez les plantes, plusieurs geénes contrélés par I’horloge, présentent des variations
journalieres de la stabilité¢ de leurs ARNm, ceci est dii, au moins en partie, a la fixation sur
I’ARN d’un élément déstabilisant ( ). Comme de nombreux mécanismes
moléculaires sont comparables entre plantes, drosophile et mammiféres, la présence d’une
régulation post-transcriptionnelle chez les mammiferes, doit étre fortement suspectée et son
importance évaluée. Ainsi, sur des coupes sériées provenant d’animaux transférés en SP apres
ou sans pinéalectomie, il sera intéressant de montrer (1) si les expressions de Nocturnin et des
genes codant différentes ARNases, dépendent des conditions a la fois photopériodique et de
mélatonine et (2) si la présence des ARN non matures de Clock, suit les mémes variations que

celles des ARN matures de Clock.

2.2. CONSEQUENCES DE CETTE ADAPTATION.

La question se pose de savoir pourquoi la diminution d’expression de Clock entre LPacc et
SPacc semble retentir sur la diminution d’expression des génes horloges Pers et Rev-erba et
aussi de I’Avp, alors que la diminution de cette expression entre SPacc et SP-R n’a aucun effet
(résultats chapitre D.2.1.). Donc, la diminution des quantités de Clock (1) en SPacc serait
responsable de la diminution d’expression des autres génes horloges et de la construction d’un
message photopériodique de type SP, et (2) celle observée en SP-R pourrait étre a la base de
la construction d’un message différent permettant la reprise de I’activité sexuelle et celle, en
périphérie, d’un fonctionnement journalier de type LP (voir chapitre A.2.5.). Une donnée
importante a mentionner, est que le passage des niveaux élevés en LP a des niveaux faibles en
SP-R, s’effectue d’une maniére dépendante du temps circadien (apparition d’un rythme sur 24
heures) et saisonnier (modifications des profils de présence de fagon non proportionnelle a la
durée passée en SP). Par analogie avec le contréle de la synthése de mélatonine faisant
intervenir des messages activateurs et inhibiteurs en sortie des SCN et aussi différentes
populations cellulaires ( ), il est probable que le contréle de

I’expression des geénes horloges dans les organes périphériques soit sous I’influence de
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différentes voies activatrices/inhibitrices dont la mise en ceuvre est controlée par le géne
Clock. 11 sera donc intéressant de rechercher au sein méme des SCN, des geénes de sortie
spécifiques de 1’état SP-R, dont I’expression est non modifiée apres transfert des animaux en

SP, mais augmentée/diminuée en SP-R.
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3. La Pars tuberalis, un modeéle d’études...

La PT est I’'un des tissus les plus utilisés pour étudier le décodage du signal mélatoninergique.
Comme ce tissu exprime les génes horloges, nous avons cherché si la mélatonine induit une
variation de leur expression. Aussi, nous avons montré que ces expressions dépendent des
concentrations circulantes en mélatonine (ét¢é vs hiver, diminution de ces niveaux vs
augmentation). Cependant, les mécanismes de décodage de ce signal et de dépendance de la
PT a la mélatonine ne sont pas encore entierement compris. D’une part, le modele de
coincidence interne, appliqué au décodage du signal photopériodique, présente certaines
limites pour expliquer nos résultats. D’autre part, la présence d’une horloge moléculaire au

sein des cellules de la PT semble étre de plus en plus évidente.

3.1. MODELE DE COINCIDENCE INTERNE.

Le modele de coincidence interne appliqué a la PT, a été décrit au chapitre A.2.4.3.3..
Rappelons que, chez le mouton, le modele suppose une variation de la relation de phase entre
les pics de PER1 et de CRY 1, permettant ainsi une augmentation de la quantité de dimeres
formés en SP (modele "phase"). Chez les hamsters, syrien et sibérien, une diminution des
quantités de PER1 en SP serait a 1’origine de 1’adaptation photopériodique de la PT (modele
"amplitude"). En fonction de nos résultats, plusieurs limites doivent cependant &tre
apportées a ces modeles :

(1) Il convient de remarquer que, dans le cas du mouton, le nombre de diméres PER1/CRY 1
serait augmenté en SP alors que dans le cas des hamsters sibérien et syrien, les quantités de
PER1 seraient diminuées en SP. Mais, pour les deux cas, il en résulterait la méme
conséquence : une diminution des quantités de PRL produite. Il est bien entendu possible que
des mécanismes additionnels interviennent pour expliquer cette méme conséquence
(diminution de PRL) avec des causes opposées (augmentation de PER1/CRY1 ou diminution
de PER1), mais aucun support n’a encore été trouvé pour ces mécanismes additionnels.
Existent-ils seulement ?

(2) Le modele "phase" de coincidence interne chez le mouton, a été construit a partir de
résultats expérimentaux concernant de nombreux geénes horloges et dans deux conditions
photopériodiques tandis que le modele "amplitude" chez le hamster syrien, n’est étayé en

terme d’expression de genes horloges, que par les résultats obtenus pour le géne Perl. 1l se
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pourrait en effet que les relations de phase entre les pics d’expression de Perl et de Cryl
varient également en fonction de la photopériode chez les rongeurs. La description de deux
modeles différents est-elle justifiée ?

Nos résultats peuvent apporter des indications quant a la validit¢ de ces modeles et aux
mécanismes supposés. Chez le hamster d’Europe, 1’expression de Cryl est modifiée par une
réduction de la photopériode, avec une augmentation de la durée et une avance de phase (par
rapport au milieu de la nuit) du pic d’ARNm. Chez le hamster sibérien, cette avance de phase
est également observée mais n’est pas accompagnée d’une augmentation de la durée
d’expression ( ). Chez le hamster syrien, aucune donnée concernant
I’expression de Cryl en fonction de la photopériode n’a encore ét¢ décrite dans la littérature.
Ainsi, dans les deux cas ou I’expression de Cryl a été étudiée, un effet sur la phase du pic
d’ARNm a été décrit. En ce qui concerne I’expression de Perl, elle est faible et arythmique
chez le hamster sibérien, mais toujours rythmique et centrée sur le début de jour chez les
hamsters syrien et européen. Ainsi, le modele "amplitude" repose seulement sur la diminution
d’amplitude observée chez le hamster sibérien. En considérant I’ensemble des résultats, il
apparait que le hamster d’Europe présente une adaptation suivant le modele "phase" ; chez le
hamster sibérien, le modele "amplitude" est sous-jacent en ce qui concerne Perl et c’est le
modele "phase" qui prédomine en ce qui concerne Cryl ; chez le hamster syrien, le modele
"amplitude" est également retrouvé en ce qui concerne Perl mais nous ne pouvons pas encore
déterminer si le modéle "phase" se manifeste également chez cette espéce. Si ’on considére
les données rapportées chez le mouton, le modéle "phase" est accepté et a été plusieurs fois
décrit. Notons tout de méme qu’une diminution de 1’amplitude du pic de Perl a été rapportée
en SP dans deux études différentes ( ). Ainsi, la PT
du mouton présente a la fois le modele "phase" et le modele "amplitude". De ce fait, les
limites décrites en (1) et (2) ne semblent pas réellement exister. Méme si de nouvelles études
semblent nécessaires, on peut d’ores et déja supposer que les deux modeles co-existent chez
toutes les especes. Une analyse de I’expression photopériodique des geénes horloges chez une
autre espece, mais aussi I’étude des variations d’expression de Cryl chez le hamster syrien,
devraient permettre d’affiner et de confirmer la coexistence des deux modeles dans la PT, qui

n’en formeraient alors plus qu’un seul.

Un point supplémentaire restera cependant a éclaircir. Le modele "phase" suppose une
variation photopériodique du décalage de phase entre les pics de PERI et de CRY1

permettant la formation de plus ou de moins de diméres. Ce mode¢le prévoit une diminution de
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ce décalage en SP mais ceci n’est valable que si le pic de PER1 précede celui de CRY 1, c’est
a dire, en considérant ’arrivée du jour comme référence (voir figure 63). A I'inverse, si
I’arrivée de la nuit est primordiale, il y aura, une augmentation de décalage de phase entre les
pics de CRY1 et de PER1 en SP. Or, nous avons montré qu'une injection de mélatonine a
n’importe quelle heure induit une augmentation des quantités d’ARNm de Cryl et une
diminution au moment de leur pic de celles des autres geénes. Par ailleurs, la suppression de la
mélatonine n’inhibe pas I’expression de ces genes (sauf celle de Cryl). Ainsi, il parait plus
probable que I’arrivée de la nuit (donc I’arrivée de la mélatonine) soit I’événement circadien
le plus important dans la régulation de I’expression des geénes horloges dans la PT. En
considérant cette nouvelle hypothése, le nombre de diméres CRY 1/PER1 formés sera donc
réduit en SP et non augmenté. De plus, elle est en concordance avec la diminution des
quantités d’ARNm de Perl formés en SP. Pour confirmer cette nouvelle hypothése, une mise
en évidence des quantités de CRY 1/PER1 formés en fonction du temps circadien et saisonnier

est nécessaire.

3.2. MODELE D’HORLOGES MOLECULAIRES.

Nos données obtenues dans la PT de mouton (chapitre D.4.2.) suggérent la possibilité que les
cellules de la PT possedent une horloge endogene. En effet, si les cellules de la PT présentent
chacune une horloge moléculaire, elles seraient synchronisées par la mélatonine mais, cette
derniére n’induirait pas la rythmicité. A I’inverse, si la rythmicité de I’expression des génes
horloges mesurée dans la PT est induite par la mélatonine, en I’absence de celle-ci aucune

variation endogene de I’expression des genes horloges ne pourrait étre mise en évidence.

A Aberdeen, nous avons montré chez le mouton et plus récemment chez le hamster sibérien
(voir figure 64 ; article en préparation n°4) que I’expression des génes horloges reste
rythmique (sauf dans le cas du géne Cryl) lorsque les animaux sont placés en conditions LL
le jour des prélévements. En 1’absence de signal mélatoninergique, les cellules de la PT ont
donc la possibilit¢ d’exprimer, en phase les unes avec les autres, les geénes horloges.
Cependant, une absence prolongée de mélatonine (par pinéalectomie) inhibe I’expression de
Perl ( ). Ce résultat pourrait s’expliquer par
I’absence du signal synchronisateur des cellules de la PT, avec pour conséquence, I’abolition
apparente de la rythmicité de Perl. Ainsi, la PT serait constituée de cellules présentant des

horloges moléculaires mais dont la synchronisation par la mélatonine est essenticlle a
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I’apparition d’une rythmicité cohérente au niveau tissulaire. Afin de confirmer définitivement
la présence d’horloges moléculaires dans la PT, il serait intéressant d’enregistrer avec une
caméra CCD les rythmes de ’activité de luciférase sur des cellules de PT provenant de rats

transgéniques Perl::LUC (origine des rats ).

Synchronisation par I'arrivée du jour
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Figure 63 : L’expression des génes horloges dans la PT est synchronisée par I’arrivée du
jour ou par I’arrivée de la nuit.

L’expression des geénes horloges dans la PT est soit synchronisée par 1’arrivée du jour soit par

I’arrivée de la nuit. Ces deux modéles ont des conséquences opposées quant a la formation
des dimeres PER1/CRY 1.
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Figure 64 : Effet de la suppression a cours terme de la mélatonine sur I’expression des géenes
horloges dans la PT du hamster sibérien.

Les hamsters sibériens sont élevés en LP16:8 (en gris) et un groupe a été placé en LL le jour
des prélévements (en noir). En haut, est représenté le profil journalier de mélatonine dans les
deux conditions. En bas, sont représentés les profils de quantification des ARNm, effectués a
partir de plan film d’hybridation in situ. Les valeurs représente la moyenne = SEM de 4
animaux. Le résultat de 1’interaction temps*photopériode (ANOVA deux facteurs) est indiqué
par la valeur p. Les périodes d’obscurité correspondantes a la condition LP sont indiquées par
les barres verticales grises. En abscisse, le temps LLO correspond au temps ZTO.
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Epilogue
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Vers de nouvelles échelles de temps...

Au cours de ce manuscrit, nous avons montré que les comportements rythmiques journaliers
et saisonniers, sont sous la dépendance d’une horloge centrale contenue dans les SCN qui
permet la synchronisation des horloges moléculaires des cellules des tissus périphériques sur
ces deux échelles de temps. Il en résulte une organisation temporelle harmonieuse des
fonctions physiologiques et comportementales de 1’organisme. Ainsi, les SCN prennent une
part active a la définition des moments d’activité journaliers de A. ansorgei, du moment de la

reproduction du hamster syrien ou encore de la mue du pelage du mouton...

Cependant, dans la nature, les animaux n’ont pas une vie, uniquement rythmée par
I’alternance jour/nuit et par la succession des saisons. En effet, de nombreuses fonctions
physiologiques et comportementales se répetent plusieurs fois, au cours de la journée ou
plusieurs fois au cours d’une année. Notons, par exemple, la prise alimentaire chez la chouette
effraie s’effectuant deux fois par jour, la période des cycles menstruels chez la femme de
I’ordre de 28 jours. Ces rythmes pourraient-ils dépendre eux-aussi des génes horloges ? De
facon plus générale, les genes horloges pourraient-ils intervenir dans I’apparition de
comportements sur d’autres échelles de temps que circadienne ou circannuelle ? Dans
certaines régions du cerveau du rat (noyau central de 1’amygdale, noyau oval de la strie
terminale), PER2 présente une expression journaliere rythmique qui dépend d’une échelle de
temps...infradienne. En effet, en fonction des phases du cycle oestrien, I’amplitude du rythme
de PER2 est plus ou moins élevée spécifiquement dans ces zones ; alors qu’aucun effet n’est
observé dans les SCN ( ). Chez la drosophile, la période de rythmes

d’activité ultradiens est fonction du génotype de I’animal, en terme d’alléle du geéne Per

( )-

Ainsi, il apparait fort probable que les geénes horloges jouent des roles importants dans
I’établissement des rythmicités sur diverses échelles de temps. Nous avons montré que Clock
est trés certainement le géne le plus important a 1’établissement des rythmes saisonniers. Les
roles plus ou moins redondants des genes Pers et Crys en terme circadien, pourraient peut-

étre ainsi trouver une légitimité sur d’autres échelles de temps...
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Les noyaux suprachiasmatiques (SCN) des mammiféres sont le si¢ge de [’horloge
circadienne. Leur rythmicité endogéne entrainée a 24 heures par le cycle jour/nuit, est générée
par des boucles de régulations auto-entretenues de 1’expression de "génes horloges". Parmi
eux, le géne Clock est impliqué dans ’activation de la transcription de la majeure partie des
autres genes horloges et aussi des "geénes de sortie" de I’horloge. Ces derniers permettent la
transmission a l’organisme des informations rythmiques journalieres. Ainsi, 1’activité
locomotrice et la synthése de certaines hormones dont la mélatonine, sont des exemples de
fonctions comportementales et physiologiques contrdlées par les SCN. Parallélement a ces
variations journaliéres, les animaux présentent une physiologie adaptée aux variations
saisonnieres de I’environnement. Ce repérage dans le temps annuel nécessite que les animaux

integrent les variations de la photopériode (durée d’éclairement sur 24 heures).

L’objectif de la thése a été d’une part, de mettre en évidence que les SCN génerent et
distribuent des signaux rythmiques journaliers qui dépendent de la photopériode, d’autre part,
de déterminer comment ces signaux sont décodés par 1’une des cibles des SCN qu’est la Pars

tuberalis (PT) de I’adénohypophyse, via la mélatonine.

Nos résultats montrent que dans les SCN, les profils rythmiques des ARNm des geénes
horloges et de génes de sortie de 1’horloge, dépendent non seulement du cycle jour/nuit mais
aussi de la photopériode. Le passage d’une photopériode longue a courte, a des répercussions
plus rapides sur I’expression des geénes horloges que sur celle des génes de sortie de 1’horloge.
La chronologie de ces modifications d’expression géniques montre que les SCN intégrent le
changement de photopériode, que la mélatonine n’est pas nécessaire a cette intégration, et que
les SCN construisent des messages saisonniers. De plus, le géne Clock semble
particulierement important dans ce fonctionnement saisonnier des SCN, y compris au cours
de I’apparition de la physiologie annuelle "réfractaire a la photopériode".

Par ailleurs, dans la PT, nous montrons que 1’expression des genes horloges dépend également
de la photopériode sous le contrdle de la mélatonine qui active I’expression de Cryl et inhibe
celle des autres génes horloges. A court terme, il apparait que la mélatonine n’est pas
nécessaire a 1’expression des génes horloges, sauf a celle de Cryl, mais on peut supposer

qu’elle synchronise les cellules de la PT entre elles.

Ainsi, les SCN orchestrent les rythmes journaliers mais également saisonniers et les geénes

horloges sont également impliqués dans la génération des rythmes saisonniers.
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