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Abréviations 

5,7-DHT : 5,7 Dihydroxytryptamine 

5-HT : Sérotonine ou 5 hydroxytryptamine 

5HTP : 5-hydroxytryptophane 

8-OH-DPAT : 8-hydroxy-2(n-

propylamino)-tétralin 

AA-NAT : Aryl-Acrylamine N- acétyl 

transférase 

Ach :Acéthylcholine 

ACTH :Hormone corticotrope ou 

corticotropin  

ANOVA : Analyse de la variance 

a.u. : Unité arbitraire 

AVP : Arginine vasopressine 

bHLH : Basic helix-loop-helix 

BMAL1 : Brain and muscle arnt like 

protein 1 

BNST-OV : Noyau ovale du noyau de la 

strie terminale / oval nucleus of the bed 

nucleus of the stria terminalis 

AMPc : Adénosine monophosphate 

Cyclique  

Ca2+ : Calcium 

Calb : Calbindine 

CeA : Amygdale centrale / central 

amygdala 

CGRP : Calcitonin gene-related peptide 

CKIε : Caseine kinase Iε 

CLOCK : Circadian locomotor output 

cycle kaput 

CRE : Élément de réponse à l’AMPc 

CREB : Protéine se liant à CRE 

CRH : Corticotropin Releasing Hormone 

CRY : Cryptochrome 

CT : Temps circadien / circadian time 

DD : Obscurité constante / dark - dark 

DEC : Differencially expressed in 

chondrocytes protein 

DMH : Hypothalamus dorso-médian 

EGF : Facteur de croissance de l’épiderme 

FSH : Hormone folliculo-stimulante / 

follicle stimulating hormone 

GABA: Acide–γ-amino-butyrique 

GAD : Décarboxylase de l’acide 

glutamique 

GFP : Protéine verte fluorescente 

GHT : Tractus géniculo-hypothalamique / 

geniculo hypothalamic tract 

GnRH : Hormone libérant la gonadotropin 

/ gonadotropin releasing hormone 

GR : Récepteur des glucocorticoïdes 

GRE : Glucocorticoids response element 

GRP : Peptide libérant la gastrine 

HCRT : Hypocrétine 

HIOMT : Hydroxyindole-O-

méthyltransférase 

HPA : Hypothalamo-hypophyso-

surrénalien / hypothalamo-pituitary-

adrenal 

ICER : Inducible cAMP early repressor 

icv : Intra-cérébro-ventriculaire 

i.p. : intrapéritonéal 

IGL : Feuillet intergéniculé latéral / 

intergeniculate leaflet 

IML : Colonne intermédio-latérale de la 

moelle épinière 
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KO : Knock out 

LD : Alternance lumière – obscurité / 

light - dark 

LH : Hormone lutéinisante / luteinizing 

hormone 

LL : Lumière constante/ light - light 

LTP : Potentialisation à long terme 

ME : Éminence médiane 

MK-801 : (+)-5-méthyl-10,11-dihydroxy-

5H-dibenzo(a,d)cyclohepten-5,10-imine 

MPOA : Région médiane préoptique  

MR : Récepteur des minéralo-corticoïdes 

NAS : N-acétyl-sérotonine 

NE : Noradrenaline 

NMDA : N-méthyl-D-aspartate 

NPY : Neuropeptide Y 

NST : Nucleus of the solitary tract 

OT : Ocytocine 

PACAP : Polypeptide activant l’adénylate 

cyclase pituitaire 

PAS : Period-arnt-sim 

PER : Period 

PHI : Peptide histidine isoleusine 

PK2 : Prokinéticine 2 

PKA : Protéine kinase A 

PKC : Protéine kinase C 

PLC : Phospholipase C 

PRC : Courbe de réponse de phase / phase 

response curve 

PVN : Noyau paraventriculaire de 

l’hypothalamus / paraventricular nucleus 

PVT : Noyaux paraventriculaire du 

thalamus 

RHT : Tractus rétino-hypothalamique / 

retinohypothalamic tract 

RIA : Dosage radio-immunologique / 

radio-immuno assay 

RORα : Retinoid-related orphan 

receptor α 

SCG : Ganglion cervical supérieur / 

superior cervical ganglion 

SCN : Noyaux suprachiasmatiques de 

l’hypothalamus / suprachiasmatic nucleus 

SEM : Erreur standard / standard error of 

the mean 

SOM : Somatostatine 

SP : Substance P 

sPVN : Noyaux subparaventriculaires 

TGFα : Transforming growth factor α 

TH : Tryptophane hydroxylase 

Trp : Tryptophane 

TRH : Hormone libérant thyrotropine / 

thyroid releasing hormone 

TSH : Hormone stimulant la thyroïde  

TTX : Tétrodotoxine 

VIP : Peptide intestinal vasoactif 

Vip-/- : KO du gène Vip 

Vipr2-/- : KO du gène Vpac2 

VPAC : Récepteur du VIP/PACAP 

ZT : Temps du Zeitgeber / Zeitgeber Time 
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A. Introduction 

La Terre tourne sur elle-même en 24 heures, imprimant ainsi une alternance 

régulière du jour et de la nuit. De plus, en une année, la terre tourne autour du soleil, 

imprimant ainsi les saisons. Ces cycles font varier considérablement les caractéristiques du 

milieu, qu’il s’agisse de la luminosité, de la température, de l’hygrométrie ou encore de la 

disponibilité alimentaire. A des latitudes tempérées telles que celles observées en France, des 

variations climatiques et photopériodiques saisonnières existent et modifient les 

caractéristiques du milieu. Pour leur survie, les espèces ont donc dû s’adapter à ces variations 

environnementales. Cette adaptation se traduit, pour de nombreuses espèces, par 

l’accouplement à une période précise de l’année, permettant ainsi la naissance des petits à la 

période la plus propice à leur survie. Cette adaptation s’est faite notamment grâce à la mise en 

place d’une horloge capables de se synchroniser et de distribuer à tout l’organisme un 

message temporel permettant l’anticipation des changements du milieu. Ainsi, cette horloge 

contribuent largement au fonctionnement harmonieux des organismes dans leur 

environnement. 

Les variations temporelles, qu’elles soient journalières ou saisonnières, sont un 

élément constitutif de l’environnement. Pour étudier au mieux les animaux dans leur milieu, il 

faut tenir compte de ces variations temporelles rythmiques. Il est donc important d’étudier 

l’horloge permettant aux animaux d’être en phase avec leur environnement. 

L’existence d’une horloge biologique a été mise en évidence pour la première fois 

en 1729 chez une plante : la sensitive, par d’Ortous de Mairan, qui a montré que l’ouverture et 

la fermeture des feuilles de cette plante perdurent en l’absence d’alternance jour/nuit. En 

1832, de Candolle a montré que les mouvements de cette plante présentaient une période 

proche mais différente de 24 heures dans des conditions constantes, mettant ainsi en évidence 

l’existence d’une horloge capable de fonctionner de façon autonome (voir Canguilhem et 

Boissin, 1998). On parle d’horloge circadienne, circa signifiant autour et dies signifiant jour, 

qui présente donc une période d’environ 24 heures. D’où l’idée que ce n’est pas la lumière qui 

est à l’origine des rythmes observés, mais elle joue le rôle de synchroniseur. L’horloge 

oscillant de façon autonome, les facteurs d’information temporelle, photiques ou non, sont 

considérés comme des synchroniseurs ou Zeitgeber, les donneurs de temps, Zeit signifiant 

temps et Geber signifiant donneur. Chez les Mammifères, il a fallu attendre l’année 1972 pour 

 3



localiser l’horloge circadienne dans les noyaux suprachiasmatiques de l’hypothalamus (SCN) 

grâce à des expériences de lésions (Stephan & Zucker, 1972 ; Moore & Eichler, 1972). Après 

lésion de ces noyaux, la greffe de ces mêmes noyaux réinstalle une rythmicité, notamment 

celle de l’activité locomotrice ; la rythmicité observée présente la période endogène de 

l’animal qui est donneur du greffon. De même, la greffe d’hypothalamus embryonnaire de 

souris sauvages, à des souris mutantes arythmiques, en raison de l’invalidation de deux gènes 

horloge (KO Cry1-Cry2), rétablit une rythmicité de l’activité locomotrice chez les mutantes 

(Sujino et al., 2003). Des résultats similaires ont été obtenus en greffant des SCN 

embryonnaires de hamster mutant tau, présentant un période endogène très courte d’environ 

20 heures (Ralph & Menaker, 1988), à des hamsters sauvages ayant subi une lésion de 

l’horloge circadienne (Ralph et al., 1990). Par ailleurs, la greffe de cellules isolées de SCN est 

suffisante pour rétablir une rythmicité de l’activité locomotrice à des animaux préalablement 

lésés (Silver et al., 1990). 

1. Les noyaux suprachiasmatiques 

1.1. Anatomie 

Les SCN sont deux petits noyaux cérébraux d’environ 10 500 neurones chacun 

(Ibata et al., 1999 ; van Esseveldt et al., 2000 ; Abrahamson & Moore 2001). Chez le rat, ils 

mesurent 400 µm de haut, 425 µm de large et 900 µm de longueur rostro-caudale (Van den 

Pol, 1991). Ces deux noyaux se situent de part et d’autre du troisième ventricule ventral, 

au-dessus du chiasma formé par la décussation des nerfs optiques. 

La plupart des neurones des SCN sont gabaergiques (Moore & Speh, 1993). Les 

niveaux de transcription de l’ARNm de la glutamate décarboxylase (GAD), enzyme 

convertissant le glutamate en acide gamma-amino butyrique (GABA), présentent un rythme 

circadien dans les SCN. Il en va de même pour les niveaux de GABA et pour ceux de 

l’activité enzymatique de la GAD (Huhman et al., 1996). Chez les rongeurs nocturnes, le 

GABA est libéré très fortement durant le jour (ou le jour subjectif correspondant à la période 

de repos lorsque les animaux sont placés en obscurité constante, DD), ainsi les SCN 

impriment un fort tonus inhibiteur à ses cibles durant cette période du nycthémère. Par 

ailleurs, la présence de quelques neurones glutamatergiques, mais aussi leur rôle fonctionnel, 

ont été montrés dans les SCN (Hermes et al., 1996, Csaki et al., 2000 ; Cui et al., 2001 ; 
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Perreau-Lenz et al., 2004). Ces neurones glutamatergiques projettent essentiellement sur les 

noyaux paraventriculaires de l’hypothalamus (PVN) (Csaki et al., 2000). 

L’étude des neuropeptides présents dans les SCN a permis de subdiviser ceux-ci en 

deux sous-parties anatomo-fonctionnelles : une partie ventro-latérale et une partie dorso-

médiane (Moore, 1996). La partie ventro-latérale des SCN contient en majorité le Peptide 

Vasoactive Intestinal (VIP). Dans les SCN, au moins chez le rat, ce neuropeptide est 

exprimé rythmiquement avec un maximum durant la nuit (Shinohara et al., 1993 ; Isobe & 

Nishino, 1996). Le Peptide libérant la Gastrine (GRP) est un autre marqueur de la partie 

ventro-latérale des SCN (Mikkelsen et al., 1991). Comme son nom l’indique, ce peptide 

stimule la libération de gastrine dans le tractus gastro-intestinal. Dans les SCN, le GRP peut 

être colocalisé avec le VIP (Romijn et al., 1998). Tout comme le VIP, le GRP est exprimé 

rythmiquement avec un pic durant la nuit (Okamura & Ibata, 1994). Le Peptide Histidine 

Isoleucine (PHI), proche du VIP sur le plan structural, présente comme lui, de forts niveaux 

d’expression au cours de la nuit (Card et al., 1988 ; Mikkelsen & Fahrenkrug, 1994). Cette 

partie ventro-latérale des SCN est considérée comme la partie recevant l’information photique 

en provenance de la rétine. Chez le rat, cette information est véhiculée vers les SCN de 

manière directe, des cellules ganglionnaires de la rétine aux neurones à VIP via le tractus 

rétino-hypothalamique, mais aussi de manière indirecte, en passant par un relais intermédiaire 

qui sont les feuillets intergéniculés latéraux (IGL). 

La partie dorso-médiane des SCN contient majoritairement de l’arginine 

vasopressine (AVP) (Swaab et al., 1975 ; Vandesande et al., 1975 ; van den Pol & 

Tsujimoto, 1985). Sa synthèse présente une variation nycthémérale avec un maximum durant 

le jour (Larsen et al., 1994 ; Cagampang et al., 1994 ; Isobe & Nishino, 1998). La 

somatostatine est un autre neuropeptide présent dans la partie dorso-médiane des SCN, il 

existe sous deux formes, une de 14 et une de 28 acides aminés, et présente une expression 

rythmique avec un pic durant le jour (Shinohara et al., 1991 ; Fukuhara et al., 1993). 
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Figure 1 : Boucles moléculaires des régulations transcriptionnelles et traductionnelles des 

gènes horloge. 
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1.2. Rythmicité 

1.2.1. Détermination génétique 

C’est d’abord chez la drosophile que des gènes horloge ont été identifiés (Konopka 

& Benzer, 1971). Clock a été le premier gène horloge identifié chez un mammifère grâce à 

l’étude de la souris mutante Clock (Circadian Locomotor Output Cycle Kaput ; Vitaterna et 

al., 1994). Jusqu’à ce jour, onze gènes horloge impliqués dans la machinerie moléculaire des 

oscillations circadiennes ont été identifiés : Per1, Per2, Per3, Cry1, Cry2, Dec1, Dec2, Rev-

erbα, Rorα, Clock et Bmal1. Les produits de ces gènes horloge interagissent et forment quatre 

boucles de régulations transcriptionnelles : deux boucles positives et deux boucles négatives 

(Figure 1).  

La première boucle positive est essentielle, car elle entraîne les autres boucles. Elle 

implique Clock et Bmal1. CLOCK et BMAL1 sont de la famille des protéines bHLH-PAS, 

elles possèdent en effet le domaine PAS (Period ARNt Sim) permettant la dimérisation (homo 

ou hétéro) entre protéines possédant ce domaine et le domaine bHLH (basic Helix Loop 

Helix) qui permet la fixation de ces protéines sur la double hélice d’ADN (Antoch et al., 

1997 ; Hogenesch et al.,1997 ;1998 ). Clock est exprimé de façon constante dans les SCN, 

que l’on considère son ARNm (Sun et al., 1997 ; Tei et al., 1997 ; Shearman et al., 1997 ; 

Oishi et al., 1998) ou sa protéine (Maywood et al., 2003). Quant à Bmal1, il est exprimé 

rythmiquement, l’expression de son ARNm est maximale durant la nuit, ce qui induit un pic 

de la protéine BMAL en fin de nuit (Honma et al., 1998 ; Tamaru et al., 2000 ; Maywood et 

al., 2003). Les hétérodimères CLOCK-BMAL1 activent la transcription en se liant à des 

séquences consensus E-box de l’ADN (Gekakis et al., 1998 ; Hogenesch et al.,1998). En 

particulier, CLOCK-BMAL1 active la transcription rythmique des neuf autres gènes horloge, 

acteurs des autres boucles. 

La première boucle négative implique les gènes Period (Per), Cryptochrome (Cry) 

et Dec (human protein Differentially Expressed in Chondrocytes). Les PER présentent un 

domaine PAS mais pas de domaine bHLH. Chez les rongeurs, les ARNm des trois isoformes 

de Per (Per1, Per2, Per3) sont exprimés rythmiquement dans les NSC (Sun et al., 1997) avec 

un niveau élevé de jour. Ainsi, les quantités de protéines PER présentent un pic dans les SCN 

en fin de jour (Hastings et al., 1999 ; Field et al., 2000). Dans les SCN, les ARNm de Cry1 et 

 7



de Cry2 sont exprimés de façon rythmique avec un pic à la transition jour/nuit (Miyamoto & 

Sancar, 1998 ; Kume et al., 1999 ; Okamura et al., 1999). La quantité de CRY1 et de CRY2 

présente un pic en début de nuit (Kume et al., 1999). Les gènes Dec (Dec1 et Dec2) codent 

pour DEC1 et DEC2 qui possédent un domaine bHLH mais pas de domaine PAS. Ils sont 

exprimés rythmiquement dans les SCN avec un pic d’expression en début de jour (Honma et 

al., 2002). 

La transcription de ces sept gènes (Per1, Per2, Per3, Cry1, Cry2, Dec1 et Dec2) est 

activée par la fixation du dimère CLOCK-BMAL1 sur leurs E-box. Les PER et les CRY 

forment des homodimères et des hétérodimères en fin de nuit qui inhibent leur propre 

transcription ainsi que celle de Bmal1, de Rev-erbα et de Rorα en se fixant au dimère 

CLOCK- BMAL1 (Kume et al., 1999 ; Griffin et al., 1999 ; Shearman et al., 2000). Les DEC 

inhibent l’effet du dimère CLOCK-BMAL1 d’une part, par compétition sur leurs sites de 

fixation (Honma et al., 2002) et, d’autre part, par liaison à la séquence N-terminale de 

BMAL1 qui empêche le recrutement de la machinerie transcriptionnelle. 

La deuxième boucle négative implique Rev-erbα, gène codant un récepteur 

nucléaire orphelin. Dans les SCN, sa transcription est activée par le dimère CLOCK-BMAL1 

et présente un pic en début de jour. Ainsi REV-ERBα, va inhiber la transcription de Bmal1 

(Preitner et al.,2002). 

La deuxième boucle positive mise en évidence récemment est composée des Rorα 

(Rorα1 et Rorα4), gènes de la famille des récepteurs nucléaires orphelins. Leur transcription 

activée par le dimère CLOCK-BMAL1 présente un pic en milieu de jour (Sato et al., 2004). 

Les RORα, vont  stimuler la transcription de Bmal1 (Ueda et al., 2002 ; Sato et al., 2004 ). 

Les quatre boucles de régulations transcriptionnelles vont entraîner 

l’expression rythmique de nombreux autres gènes (Panda et al.,2002). Les mécanismes 

impliqués dans le contrôle de l’expression des gènes contrôlés par l’horloge demeurent encore 

largement méconnus. Toutefois, le dimère CLOCK-BMAL1, a été proposé comme candidat 

pour contrôler l’expression rythmique d’autres gènes (Jin et al., 1999). Un de ces gènes 

parfaitement caractérisé est l’Avp dont l’expression est rythmique (§ 1.1) et dépend de la 

liaison du dimère CLOCK-BMAL1 sur l’E-box présente dans son promoteur (Jin et al., 

1999). 
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Pour réguler précisément la période d’oscillation de ces boucles, les protéines 

horloges vont subir de nombreuses modifications post-traductionnelles. En particulier la 

phosphorylation du dimère CLOCK-BMAL1 est importante, aussi bien pour sa translocation 

dans le noyau (Lee et al., 2001) que pour son activité transcriptionnelle (Eide et al., 2002 ; 

Sanada et al., 2002). PER1 et PER2, elles aussi sont phosphorylées modifiant certainement 

l’inhibition du complexe PER-CRY sur leur propre transcription ainsi que sur celle de 

Rev-erbα ou de Rorα . Une des kinases semble très importante dans cette boucle, c’est la 

Caseïne Kinase Iε (CKIε), elle phosphoryle les PER, les CRY et BMAL1. La mutation 

spontanée de cette kinase est responsable du phénotype particulier du hamster mutant tau, 

dont la période endogène est très courte (Lowrey et al., 2000). Par ailleurs l’état de 

phosphorylation des protéines horloges semble également jouer un rôle dans le contrôle de la 

dégradation de ces protéines par le protéasome (Akashi et al., 2002 ; Yagita et al., 2002). 

1.2.2. Activité électrique 

Les changements circadiens de la fréquence de décharge électrique des SCN sont 

l’une des manifestations les plus connues et les plus étudiées de l’horloge circadienne. Ces 

fréquences ont été mesurées aussi bien in vivo (Inouye & Kawamura, 1979) qu’in vitro sur 

des tranches de tissus (Green & Gillette, 1982 ; Shibata et al., 1982). Ces résultats montrent 

que l’activité électrique a lieu de jour. En 1995, Welsh et coll. ont mesuré l’activité électrique 

des neurones de SCN dissociés. Dans cette étude, une culture de neurones dissociés est placée 

sur une puce dotée de 61 électrodes permettant l’enregistrement simultané de l’activité 

électrique de nombreuses cellules. Ainsi des cellules même très proches peuvent présenter des 

activités électriques de phases différentes. Les auteurs concluent toutefois que tous les 

neurones des SCN seraient rythmiques, alors que les neurones non rythmiques observés 

seraient d’une origine autre que les SCN. Cette conclusion est à l’évidence à rejeter. Des 

travaux menés à plus long terme utilisant la même méthode de multielectrode array montrent 

que, même dans des conditions d’obscurité constante, un rythme d’activité électrique des 

neurones des deux subdivisions des SCN (ventro-latérale et dorso-médiane) persiste 

(Nakamura et al., 2001). Ces auteurs montrent également que des neurones non 

électriquement rythmiques existent dans les deux subdivisions de l’horloge. 

De toute évidence, l’activité électrique d’un tissu nerveux est la caractéristique 

majeure de ce tissu, c’est de cette activité électrique que résultent les libérations de 
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neurotransmetteurs ou de neuropeptides. Les gènes horloge sont sans conteste à l’origine de 

l’horloge circadienne, il est donc très important de voir quelles relations peuvent exister 

entre les oscillations moléculaires de l’horloge (celle des gènes horloge) et l’activité 

électrique des cellules des SCN. L’activité électrique est bloquée par l’application de 

tétrodotoxine (TTX) et reprend rythmiquement après lavage de la TTX. Ceci a été observé in 

vitro, soit sur tranche de tissus (Shibata & Moore, 1993), soit sur cellules dissociées (Welsh et 

al., 1995), ainsi qu’in vivo (Schwartz et al., 1987). Ces résultats démontrent que l’activité 

électrique utilisée comme index de la fonction circadienne n’est pas une partie essentielle du 

mécanisme de l’horloge. L’activité électrique influe toutefois sur la phase des oscillations de 

l’horloge. En effet, une application de TTX pendant 4 heures sur des tranches de SCN bloque 

non seulement la transcription et la libération de l’AVP (Arima et al., 2002) mais aussi 

modifie sa phase de libération (Noguchi & Watanabe, 2005). Ainsi, il est fort probable que 

l’activité électrique influe peu ou prou sur les boucles de régulation transcriptionnelle des 

gènes horloge, même s’il est évident que ces boucles sont à l’origine de la rythmicité de 

l’activité électrique décrite. La corrélation entre gènes horloge et activité électrique dans les 

SCN n’est pas encore formelle, toutefois quelques éléments expérimentaux tendent à la mettre 

en évidence. Le premier élément est que les souris doubles mutantes, à la fois pour Cry1 et 

Cry2 (KO Cry1-Cry2), ne montrent pas de rythmicité circadienne de la fréquence de décharge 

dans les SCN (Albus et al., 2002), par ailleurs ces souris sont arythmiques. D’autres preuves 

très élégantes ont été apportées par le groupe de Mac Mahon. Ce groupe utilise une souche de 

souris chez lesquelles Per1 est couplé à la GFP (Green fluorescent protein). Des tranches des 

SCN sont ainsi exposées à la microscopie à épifluorescence et en parallèle l’activité électrique 

des cellules est mesurée par patch clamp. Cette technique originale a permis de démontrer 

qu’il existait une corrélation entre les cellules exprimant Per1 et les cellules ayant une activité 

électrique (Quintero et al., 2003). Cette corrélation Per1-activité électrique est médiée par un 

changement de la conductance potassique des cellules exprimant Per1 (Kuhlman & Mc 

Mahon, 2004). Autrement dit, les boucles de régulation des gènes horloge contrôleraient 

l’activité électrique des neurones par le contrôle de leur conductance potassique. Une autre 

preuve est qu’un créneau lumineux au cours de la nuit induit l’expression de Per1 (Shigeyoshi 

et al., 1997) dans la partie ventro-latérale des SCN et les cellules exprimant Per1 montrent 

corrélativement une augmentation de l’activité électrique spécifique, due à un changement de 

conductance potassique (Kuhlman et al., 2003). 
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1.2.3. Importance du couplage 

Bien qu’une certaine hétérogénéité existe au sein des SCN, un couplage entre les 

cellules et, même entre les deux SCN, est nécessaire au bon fonctionnement de l’horloge. La 

nécessité de cette synchronisation est soulignée dans le travail de Ohta et coll. (2005), avec 

l’utilisation d’un modèle de souris transgénique dont le gène Per1 est couplé au gène Gfp 

codant pour la protéine GFP fluorescente. Ces souris sont placées dans des conditions de 

lumière constante (LL pour light/light). Certaines deviennent arythmiques, d’autres restent 

rythmiques, et enfin un dernier groupe est nommé « split » parce-que ces souris présentent 

deux phases d’activité locomotrice distinctes dont les périodes peuvent être différentes. Ces 

auteurs montrent une désynchronie de la fluorescence des cellules de SCN pour les souris 

arythmiques, bien que la plupart des cellules prises individuellement restent rythmiques. 

Globalement les cellules restent synchronisées chez les animaux rythmiques, dans le groupe 

des souris « split », les cellules sont synchronisées dans chaque SCN, mais avec une phase 

différente si l’on considère le SCN gauche et le SCN droit. 

La question du moyen de couplage des cellules au sein des SCN reste posée. Il 

semble que les synapses électriques que sont les jonctions GAP, couplent les neurones 

adjacents des SCN entre eux (Long et al., 2005), ces jonctions permettent de synchroniser 

l’activité électrique de ces neurones. Cette synchronisation de l’activité électrique contribue à 

synchroniser les neurones des SCN si l’on considère l’expression des gènes horloge (Honma 

et al., 2000 ; Yamaguchi et al., 2003). La neurotransmission gabaergique participe également 

à la synchronisation des SCN (Liu & Reppert, 2000), en particulier, un réseau de neurones 

gabaergiques serait à l’origine de la communication entre les parties dorsale et ventrale des 

SCN (Albus et al., 2005). Le VIP ainsi que son récepteur VPAC2 auraient aussi une fonction 

qui ne doit pas être négligée dans cette synchronisation car il a été montré que la souris 

mutante de ce récepteur (Vipr-/-) présente une activité locomotrice arythmique (Harmar et al., 

2002). Cette arythmie doit être la conséquence de la désynchronisation des neurones des SCN 

chez ces mutants ou chez les souris KO pour VPAC2 (Anton et al., 2005). La glie astrocytaire 

joue aussi un rôle important dans la synchronisation des neurones des SCN car les astrocytes 

sont couplés entre eux par des jonctions GAP (Welsh & Reppert, 1996). Ces jonctions 

impliquent la connexine 43, elles sont donc différentes des jonctions GAP neuronales qui 

impliquent la connexine 36. Ainsi interconnectés, les astrocytes pourraient avoir un rôle 
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conséquent et efficace sur le couplage neuronal, notamment en modifiant la taille de leurs 

prolongements insérés entre les neurones des SCN. 

1.3. Pilotage des rythmes par les SCN 

1.3.1. Effecteurs nerveux 

Une des régions importantes de la projection des SCN est constituée par les SCN 

eux-mêmes. Ainsi, les fibres émanant de chaque noyau projettent sur leurs cibles, aussi bien 

de façon ipsilatérale, que controlatérale. (Buijs et al., 1994; Leak et al., 1999). 

Une grande majorité des fibres efférentes des SCN projettent dans la région médiane 

de l’hypothalamus atteignant l’aire préoptique médiane (MPOA), les noyaux 

paraventriculaires de l’hypothalamus (PVN), les noyaux subparaventriculaires (sPVN) et le 

noyau dorsomédian de l’hypothalamus (DMH). Les cibles extra-hypothalamiques des SCN 

sont les noyaux paraventriculaires du thalamus (PVT) et les feuillets intergéniculés latéraux 

(IGL). Parmi les cibles hypothalamiques des SCN, au moins trois types de neurones sont 

concernés. Le premier type consiste en des neurones endocrines synthéthisant des 

neuropeptides hypophysiotropes tels que la CRH (Corticotropin-Releasing Hormone), la TRH 

(Thyrotropin-Releasing Hormone) ou la GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) (Buijs et 

al., 1993 ; Vrang et al., 1995 ; Van Der Beek et al., 1997 ; Kalsbeek et al., 2000). Le 

deuxième type est représenté par les neurones appartenant au système autonome, dans les 

PVN. Les connections entre les SCN et le système autonome (sympathique ou 

parasympathique) ont été mises en évidence par des techniques de traçage viral rétrograde, 

depuis les organes innervés vers le système nerveux central (Teclemariam-Mesbah et al., 

1997 ; Buijs et al.,1999 ; Kalsbeek et al.,.2000 ; Buijs et al., 2001 ; Bartness et al., 2001). 

Pour le troisième type, ce sont des neurones intermédiaires, appelés interneurones, situés dans 

le MPOA, le sPVN, ainsi que le DMH. Ces neurones intermédiaires intègrent certainement 

l’information circadienne en provenance de l’horloge avec d’autres informations 

hypothalamiques, avant de projeter sur les neurones endocrines ou autonomes de 

l’hypothalamus. 

1.3.2. Facteurs diffusibles 

En plus de la communication nerveuse, les SCN ont une communication par 

facteurs diffusibles, notamment pour le contrôle de l’activité locomotrice. Ceci est étayé par 
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le fait que la lésion des différents noyaux cibles des SCN, cités précédemment, n’abolit jamais 

complètement le rythme d’activité locomotrice. L’existence de tels facteurs a été démontrée 

par la greffe de SCN, chez des animaux dont les SCN ont été préalablement lésés. La 

restauration de la rythmicité de l’activité locomotrice a lieu même si le greffon est placé dans 

le troisième ventricule, et même s’il est encapsulé dans une matrice dont la taille des pores (5 

à 120 nm) ne permet pas l’établissement de synapses entre le greffon et les structures 

cérébrales de l’animal receveur (Silver et al., 1996 ; pour revue voir Le Sauter & Silver, 

1998). Deux facteurs diffusibles sont candidats pour contrôler l’activité locomotrice : le TGF-

α (transforming growth factor α) et la PK2 (prokinéticine 2). 

Le TGF-α a une expression rythmique dans les SCN avec un maximum 

d’expression durant le jour subjectif. Son administation intra-cérébro-ventriculaire (icv) chez 

des souris, durant la nuit subjective, induit l’arrêt de leur activité locomotrice de roue. La 

cible probable du TGF-α sécrété par les SCN est les récepteurs à l’EGF (epidermal growth 

factor) (Kramer et al., 2001). Ces récepteurs sont présents en nombre dans la zone 

subparaventriculaire (SPZ) qui se situe caudalement aux SCN, et dont l’implication dans le 

contrôle de l’activité locomotrice a été démontrée (Lu et al., 2001). 

La PK2 est exprimée rythmiquement dans les SCN avec des niveaux élevés durant 

le jour subjectif, et son administration icv chez des souris durant la nuit subjective diminue 

considérablement leur activité locomotrice (Cheng et al., 2002). Par ailleurs, la présence de 

plusieurs E-box dans le promoteur du gène de la PK2 fait fortement suspecter que son 

expression dans les SCN est directement dépendante de la machinerie des gènes horloge. 

L’expression de son récepteur (PKR2) est limitée à quelques structures cibles des SCN, déjà 

cités, telles que les PVT ou les PVN. 

1.3.3. Relations SCN, oscillateurs périphériques 

En 1997, Plautz et coll. montrent l’existence de gènes horloge dans la plupart des 

tissus de la drosophile. Ceci fut également montré chez les Mammifères, trois années plus tard 

(Yamazaki et al., 2000 ; Reppert et Weaver, 2002 pour revue). Ces tissus ou organes 

oscillants ont été nommés horloges périphériques. Mais ce terme d’horloge semble abusif, 

celui d’oscillateurs périphériques serait une meilleure définition pour ces tissus. En effet, pour 

mériter l’appellation d’horloge, il aurait fallu démontrer que ces tissus sont capables de 

distribuer l’information temporelle dont ils sont porteurs, ce qui reste encore à faire. Les 
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oscillateurs périphériques se différencient aussi de l’horloge principale par une bien moindre 

persistance de leurs oscillations in vitro (Yamazaki et al., 2000 ; Yamazaki et al., 2002). Les 

études portant sur les oscillations de l’expression des gènes horloge dans les oscillateurs 

périphériques ont largement utilisé le modèle des fibroblastes en culture (Yagita et al., 2001) 

et elles confirment un amortissement des oscillations. Toutefois, ces oscillations peuvent être 

relancées par différents facteurs tels que : le changement de milieu de culture, l’ajout de 

sérum à ce milieu (Balsalobre et al., 1998) ou encore une application de glucocorticoïdes 

(Balsalobre et al., 2000). Par ailleurs, l’application de l’analogue des glucocorticoïdes, la 

dexaméthasone, induit le rythme des gènes horloge dans les tissus périphériques en culture et 

permet aussi d’y engendrer des décalages de phase, sans affecter pour autant l’expression des 

gènes horloge dans les SCN (Balsalobre et al., 2000). L’amortissement des oscillations dans 

les oscillateurs périphériques ne résulte pas d’une perte de rythmicité mais de la 

désynchronisation des cellules entre elles (Nagoshi et al., 2004 ; Welsh et al., 2004). 

Les oscillateurs périphériques ont des périodes endogènes différentes de celles des 

SCN, ces périodes peuvent aussi être très variables d’un organe à l’autre. Chez la souris 

intacte mise en cycle LD, les oscillateurs périphériques sont tous entraînés avec une période 

de 24 heures, mais présentent un retard de phase par rapport aux SCN, l’expression de Per 1 

étant utilisée comme marqueur de la rythmicité (Yoo et al., 2004). La dominance des SCN sur 

les oscillateurs périphériques a été formellement démontrée par Pando et coll. (2002) qui ont 

greffé des SCN de souris Per1-/-, présentant une période endogène courte, chez des souris 

sauvages ayant subi au préalable une lésion des SCN. Ils ont constaté que la période 

d’oscillation des fibroblastes était alors entraînée à une période proche de celle des SCN 

greffés. Ainsi, les SCN servent en quelque sorte de « chef d’orchestre » et imposent un 

fonctionnement harmonieux aux oscillateurs périphériques en contrôlant la libération de 

facteurs diffusibles ou humoraux qui peuvent synchroniser et décaler l’expression de leurs 

rythmes comme cela a été démontré in vitro (Balsalobre et al., 1998). In vivo, les mêmes 

facteurs existent, auxquels s’ajoute la connexion nerveuse entre les SCN et les différents 

oscillateurs périphériques. Bien que tous ces moyens de contrôle des SCN ne s’excluent pas 

mutuellement, il apparaît cependant que tous les organes sièges des oscillateurs périphériques 

n’y sont pas sensibles de la même manière. Ainsi, le cœur, le muscle strié squelettique et la 

rate seraient largement dépendants de la connection nerveuse, alors que le foie et le rein 

seraient plus dépendants de facteurs humoraux diffusibles (Guo et al., 2005). Cette différence 
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majeure entre les différents oscillateurs périphériques implique de les considérer plutôt 

individuellement que dans leur ensemble. 

1.3.4. Contrôle des sécrétions endocrines / neuroendocrines 

1.3.4.1. Axe hypogonadotrope 

L’axe hypogonadotrope est constitué de trois parties : premièrement l’étage 

hypothalamique sécrétant de manière pulsatile de la GnRH (Gonadotropin-Releasing 

Hormone) de façon pulsatile dans le système porte hypothalamo-hypophysaire ; 

deuxièmement, sous l’action de la GnRH, l’hypophyse libère dans la circulation générale les 

hormones gonadotropes, l’hormone lutéinisante (LH) et l’hormone folliculo-stimulante 

(FSH). Ces deux hormones vont contrôler la sécrétion des hormones sexuelles (estrogènes et 

progestérone chez les femelles, testostérone chez les mâles) par les gonades, constituant la 

troisième partie de ce système. Des études de lésions, chez la ratte, ont révélé que l’aire 

préoptique médiane (MPOA) ainsi que les SCN sont les deux structures cérébrales 

indispensables à la génération du pic pré-ovulatoire de LH. La MPOA contient les neurones à 

GnRH ainsi que les récepteurs aux estrogènes. Les SCN quant à eux distribuent l’information 

temporelle journalière. De plus, tous les 4 ou 5 jours, le rétrocontrôle positif du pic pré-

ovulatoire d’estrogènes ainsi que l’information circadienne induisent une activité cohérente 

des neurones à GnRH de la MPOA. Ces neurones libèrent alors massivement de la GnRH 

dans l’éminence médiane de l’hypophyse (ME) qui en réponse génère le pic pré-ovulatoire de 

LH le jour du proestrus. Des études anatomiques montrent dans la MPOA une innervation 

vasopressinergique dense, qui provient pour l’essentiel des SCN (Hoorneman & Buijs, 1982 ; 

De La Iglesia et al., 1995 ; Watson et al., 1995 ). La présence des récepteurs V1a de l’AVP a 

d’ailleurs été décrite dans la MPOA (Ostrowski et al., 1994 ; Funabashi et al., 2000a). Le rôle 

de l’AVP sur l’axe reproducteur a été mis en évidence par l’administration icv d’AVP lors 

d’expériences chez des rattes réceptrices, ce qui a eu pour conséquence d’inhiber leur 

comportement de lordose (Södersten et al., 1983 ; 1985). Par ailleurs, l’administration d’AVP 

chez des rattes intactes durant la deuxième moitié du jour permet d’établir un pic de LH (Palm 

et al., 2001). Il en va de même, chez des rattes ayant subi une lésion des SCN et qui ont ainsi 

perdu la faculté de générer ce pic de LH (Funabashi et al., 2000b ; Palm et al., 1999). Il 

apparaît donc que les SCN jouent un rôle majeur dans le contrôle de l’axe reproducteur, la 

MPOA étant la cible privilégiée, mais d’autres groupes mineurs de neurones à GnRH répartis 

dans l’hypothalamus peuvent aussi être la cible des SCN (Van Der Beek et al., 1993 ; 1997). 
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Figure 2 : Représentation schématique des voies de contrôle des sécrétions de 

mélatonine et de corticostérone par les SCN 
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1.3.4.2. Contrôle de la sécrétion des glucocorticoïdes 

1.3.4.2.1. Axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA) 

L’axe HPA (pour hypothalamo-pituitary-adrenal) est organisé selon trois régions 

(Figure 2). L’hypothalamus via les noyaux paraventriculaires (PVN) libère la CRH 

(Corticotropin-Releasing Hormone) et l’AVP dans le système porte hypothalamo-

hypophysaire. En réponse, l’antéhypophyse, deuxième région, va sécréter la corticotrophine 

(ACTH ou AdrenoCorticoTropin Hormone) dans la circulation générale. Enfin, la troisième 

région constituée par le cortex surrénalien ou corticosurrénale va répondre à la présence 

d’ACTH par une libération de glucocorticoïdes (corticostérone chez le rat ou cortisol chez 

l’Homme). Le pic de glucocorticoïdes se produit à la transition jour/nuit chez un rongeur 

nocturne tel que le rat. La corticostérone sécrétée exerce un rétrocontrôle négatif à la fois sur 

la sécrétion de CRH et sur celle d’ACTH (Keller-Wood & Dallman, 1984). L’axe HPA est 

par ailleurs fortement activé dans des conditions de stress engendrant de forts taux 

plasmatiques de corticostérone. Il convient donc d’éviter que l’animal utilisé pour toute étude 

physiologique soit stressé. 

Les PVN, noyaux hypothalamiques responsables de la sécrétion de CRH, sont 

constitués d’environ 15000 neurones chacun (Kiss et al., 1983) et sont une cible privilégiée 

des SCN. Les neurones constituant les PVN peuvent être subdivisés en trois catégories. La 

première catégorie est représentée par les neurones magnocellulaires libérant l’ocytocine (OT) 

et l’AVP. Ils interviennent essentiellement dans le maintien de l’équilibre hydrominéral de 

l’organisme (Kjaer ,1993). La deuxième catégorie est constituée par un sous-ensemble de 

neurones parvocellulaires innervant le tronc cérébral et la moelle épinière. Cette catégorie de 

neurones innerve les cellules préganglionnaires parasympathiques du noyau moteur dorsal du 

nerf vague ainsi que les cellules préganglionnaires sympathiques de la colonne intermédio-

latérale de la moelle épinière (IML) (voir Swanson & Sawchenko, 1983 pour revue). Ces 

neurones se situent dans les régions dorsales et caudales des PVN, et influent sur de 

nombreuses fonctions physiologiques telles que la fonction cardiovasculaire (Ciriello & 

Calaresu, 1980), la synthèse de mélatonine et la libération de corticostérone (voir chapitres 

suivants). Enfin, un autre sous-ensemble de neurones parvocellulaires constitue la troisième 

catégorie. Ils libèrent du neuropeptide hypophysiotrope TRH (Thyrotropin-Releasing 

Hormone) qui va réguler la sécrétion de l’hormone thyréotrope (TSH ou ThyreoStimuline 
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Hormone) par l’hypophyse, ou la CRH co-libérée avec l’AVP, qui contrôle la libération 

d’ACTH par l’antéhypophyse. 

1.3.4.2.2. Fonctionnement rythmique de l’axe HPA 

L’axe corticotrope présente une activité rythmique nycthémérale (synchronisée sur 

l’alternance jour/nuit et donc de période égale à 24h exactement) ou circadienne (période 

endogène autour de 24h). 

Chez les espèces à activité nocturne, comme le rat, la rythmicité des sécrétions 

hormonales (CRH, ACTH ou corticostérone) se caractérise par des pics de libération en fin de 

phase diurne (autour de la transition jour/nuit). Chez les espèces à activité diurne, comme 

l’homme, la rythmicité s’exprime par des pics hormonaux en fin de phase nocturne (autour de 

la transition nuit/jour). Dans les deux cas l’activation de la fonction corticotrope constitue une 

réponse anticipatoire sur la période d’activité à venir qui demande une mobilisation accrue 

des réserves énergétiques pour faire face à l’éveil. Dans le cas de l’Arvicanthis, espèce à 

activité principale diurne, deux pics de corticostérone ont été décrits aux transitions jour/nuit 

et nuit/jour (Verhagen et al., 2003). 

De plus, des variations nycthémérales et saisonnières de l’activité de l’axe 

corticotrope ont été mises en évidence chez des espèces nocturnes ou diurnes soumises aux 

variations saisonnières et photopériodiques de leur environnement (Saboureau et al., 

1979 ,1980 [hérisson] ; Hiebert et al., 2000 [oiseau-mouche] ; Majsa and Peczely, 1976 

[poulet] ; Gower et al., 1996 [lemmings]). 

1.3.4.2.3. Implication du système sympathique 

L’amplitude du rythme d’ACTH observé ne permet pas de justifier à elle seule 

l’amplitude du rythme de corticostérone plasmatique observée. Un autre acteur doit entrer en 

jeu pour permettre l’établissement du rythme de corticostérone. Des expériences de lésion et 

de stimulation du nerf splanchnique ont montré que le système sympathique est le maillon 

manquant pour l’établissement de ce rythme dans des conditions physiologiques (Jasper & 

Engeland, 1994 ; 1997). Le système sympathique contrôle ainsi la sensibilité de la 

corticosurrénale à l’ACTH (Kaneko et al., 1981 ; Sage et al., 2002). Plusieurs hypothèses 

tentent d’expliquer ce contrôle de la sensibilité. Le contrôle du flux sanguin, au sein même de 
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la glande, semble toutefois être l’hypothèse la plus probable dans la mesure où le nerf 

splanchnique contrôle directement le diamètre des vaisseaux sanguins dans la corticosurrénale 

(voir Breslow, 1992 pour revue). 

1.3.4.2.4. Contrôle par les SCN 

Après lésion des SCN, la perte de la rythmicité de la sécrétion de corticostérone 

montre que l’horloge circadienne contrôle cette sécrétion endocrine (Moore & Eichler, 1972 ; 

Buijs et al., 1993a). Les deux systèmes décrits précédemment sont impliqués: l’axe HPA et le 

système sympathique. La lésion des SCN fait perdre la rythmicité de la sécrétion d’ACTH 

(Szafarczyk et al., 1981), ce qui s’explique par la lésion des projections des SCN via les 

neurones à CRH des PVN (Buijs et al., 1993b). Des traçages rétroviraux ont démontré 

l’existence d’une connexion entre la glande surrénale et les SCN, passant par le nerf 

splanchnique, l’IML et les PVN (Buijs et al., 1999). 

L’importante libération d’AVP par les terminaisons des SCN à proximité des 

neurones à CRH laisse supposer que l’AVP est un acteur important du contrôle circadien de la 

sécrétion de corticostérone (Kalsbeek & Buijs, 1992). Il a été montré que l’injection d’AVP 

dans la région des PVN a un effet inhibiteur sur la libération de corticostérone (Kalsbeek et 

al., 1992 ; Wotjak et al.,1996 ; Gomez et al., 1997). Ainsi l’AVP sécrétée par les SCN, au 

cours de la deuxième moitié du jour (Kalsbeek et al., 1995), permet d’inhiber la sécrétion de 

corticostérone. De plus, la diminution de la sécrétion d’AVP par les SCN en début de nuit, 

permet l’établissement du pic de corticostérone observé lors de la transition jour/nuit, chez un 

rongeur nocturne tel que le rat (Kalsbeek et al., 1996a). Ce rôle inhibiteur de l’AVP n’est pas 

commun, car ce neuropeptide a généralement un effet excitateur et il s’agirait plutôt d’une 

levée d’inhibition supposant l’existence d’interneurones inhibiteurs entre les SCN et les PVN. 

Ces interneurones seraient gabaergiques et seraient situés dans la zone sous-paraventriculaire 

de l’hypothalamus (sPVN) ainsi que dans l’hypothalamus dorso-médian (DMH) (Hermes et 

al., 2000), et de là projetteraient vers les PVN. Un autre facteur, stimulateur de la libération de 

corticostérone émanant des SCN, a été mis en évidence mais n’a pas encore été identifié 

(Kalsbeek et al., 1996b). 
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1.3.4.3. Sécrétion de mélatonine 

La sécrétion nocturne de mélatonine par la glande pinéale est sous le contrôle 

exclusif des SCN puisqu’aucun autre facteur influe sur sa sécrétion. La lésion des SCN 

engendre une perte complète de la rythmicité de la sécrétion de la mélatonine (Klein & 

Moore, 1979 ; Perreau-Lenz et al., 2003). La glande pinéale est reliée aux SCN par une voie 

polyneuronale mise en évidence par des traçages rétrogrades (Figure 2). Depuis la glande 

pinéale, les marquages concernent successivement plusieurs relais appartenant au système 

sympathique : les ganglions cervicaux supérieurs (SCG), l’IML ainsi que les PVN (Larsen, 

1999 ; Tecclemariam-Mesbah et al., 1999). 

Le GABA, libéré par les SCN dans les PVN pendant le jour (ou jour subjectif si les 

animaux sont placés en obscurité constante, DD), constitue un signal inhibiteur de la voie 

conduisant à la glande pinéale et donc de la sécrétion de mélatonine. Ainsi, l’application d’un 

antagoniste gabaergique dans les PVN durant le jour subjectif, stimule la sécrétion de 

mélatonine, alors que l’application d’un agoniste du GABA durant la nuit subjective, inhibe la 

sécrétion de mélatonine (Kalsbeek et al., 1996c ; 1999 ; 2000). Il existe un second message 

émanant des SCN qui est  stimulateur de la sécrétion pendant la nuit. L’application de MK801 

(antagoniste des récepteurs NMDA) dans les PVN a permis d’identifier la nature 

glutamatergique de ce second message. Lorsque cet antagoniste est appliqué durant la nuit 

subjective, il entraîne une diminution significative de la sécrétion de mélatonine (Perreau-

Lenz et al., 2004). Le glutamate est donc libéré au cours de la nuit, par les efférences des SCN 

aux PVN, pour permettre l’établissement du pic nocturne de la sécrétion de mélatonine. 

Les neurones parvocellulaires latéraux et dorsaux des PVN projettent sur l’IML 

dans les trois segments supérieurs de la moelle épinière (Cechetto & Saper, 1988 ; 

Tecclemariam-Mesbah et al., 1997b). Ces neurones sont vasopressinergiques ou 

ocytocinergiques et l’application de ces deux neuropeptides dans l’IML, engendre une 

diminution de l’activité électrique des SCG (Gilbey et al., 1982) et donc une inhibition de la 

sécrétion de mélatonine. L’IML constitue l’élément préganglionnaire du système 

sympathique, ces neurones sont cholinergiques (Kasa et al., 1991) et projettent sur la partie 

rostrale des SCG pour les stimuler (Strack et al., 1988 ; Reuss et al., 1989). Il est possible que 

certains neuropeptides tels que le CGRP ou le PACAP modulent les effets de cette libération 

cholinergique (Yamamoto et al., 1989 ; May et al., 1998). De plus, 0,5 à 1 % des neurones 
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des SCG, élément sympathique postganglionnaire, envoient des projections noradrénergiques 

sur la glande pinéale (Bowers, et al., 1984 ; Larsen, 1999) qui vont permettre la synthèse et la 

sécrétion de mélatonine pendant la nuit. 

1.4. Entraînement des SCN 

En condition d’obscurité constante (condition dite en libre cours) les animaux 

expriment de façon stable et robuste un rythme (par exemple : activité locomotrice ou 

température corporelle). Dans ces conditions, chez des animaux nocturnes, tel que le rat, le 

début de l’activité est défini comme étant l’heure CT12 (circadian time 12). La période 

endogène observée, dénommée τ (tau), est génétiquement déterminée par les boucles de 

régulation des gènes horloge (voir §1.2.1). Ce τ varie peu d’un animal à l’autre à l’intérieur 

d’une même espèce, mais peut être compris dans une gamme de 20 à 28 heures selon les 

espèces en considérant l’ensemble des Mammifères (Aschoff & Pohl, 1978). Lors d’une 

alternance d’un cycle de lumière-obscurité (LD) de 24 heures (par exemple 12 heures de 

lumière – 12 heures d’obscurité ou LD 12:12), la période endogène de l’horloge circadienne 

est entraînée exactement à 24 heures par ce Zeitgeber. Le Zeitgeber impose au rythme 

endogène de s’ajuster à cette période T (Daan & Pittendrigh, 1976 ; Pittendrigh, 1981). Si τ 

est supérieur à T, le rythme doit alors subir une avance de phase pour s’ajuster à la nouvelle 

période T et inversement, si τ est inférieur à T un retard de phase doit avoir lieu. 

De simples créneaux de lumière appliqués à des animaux en DD peuvent modifier la 

phase des rythmes circadiens observés en engendrant des changements transitoires de la 

période endogène. Si des créneaux appliqués au cours du jour subjectif n’ont aucun effet, des 

créneaux de lumière donnés en début de nuit subjective engendrent un retard de phase, alors 

qu’ils induisent une avance de phase s’ils sont appliqués durant la deuxième moitié de la nuit 

subjective (Figure 3). L’ensemble de ces résultats permettent d’établir une courbe de réponse 

de phase (PRC pour phase response curve, Figure 4).  

1.4.1. Entraînement photique 

Le cycle LD est le Zeitgeber du système circadien le plus puissant. Chez les 

Mammifères, la synchronisation par la lumière se fait par l’intermédiaire des yeux, 

l’énucléation engendrant l’observation d’un libre cours chez des animaux en LD. Toutefois, 

des animaux aveugles, n’ayant ni cônes, ni bâtonnets montrent un entraînement de leurs 
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rythmes par l’alternance du jour et de la nuit. Dans l’œil, il doit donc exister un 

photorécepteur circadien différent des cônes et des bâtonnets (Foster & Hankins, 2002). Il 

s’agit de la mélanopsine des cellules ganglionnaires (Berson, 2003). Originellement identifiée 

dans la peau de Xénope (Provencio et al., 1998), elle fut ensuite retrouvée dans quelques 

cellules ganglionnaires de la rétine de la souris (Provencio et al., 2000 ; Provencio et al., 

2002). Les axones de ces cellules ganglionnaires se projettent sur les SCN, participant à la 

formation du tractus rétino-hypothalamique (Gooley et al., 2001 ; Hannibal et al., 2002 ; 

Hattar et al., 2002). Il semble donc que la mélanopsine soit le photorécepteur circadien qui 

permet de synchroniser l’horloge. Cependant, l’invalidation chez la souris dont le gène codant 

pour la mélanopsine, par la technique du knock-out, montre que l’horloge est toujours 

synchronisée par l’alternance du jour et de la nuit (Panda et al., 2002, Ruby et al., 2002). Un 

autre mutant de souris n’ayant ni mélanopsine, ni cônes, ni bâtonnets, perd cette fois sa 

capacité a être entraîné par la lumière (Hattar et al., 2003 ; Panda et al., 2003). Le système 

visuel de détection de la lumière par les cônes et les bâtonnets, et le système non visuel, 

impliquant la mélanopsine des cellules ganglionnaires, sont donc complémentaires pour 

l’entraînement des Mammifères à l’alternance du jour et de la nuit. 

Le tractus rétino-hypothalamique (RHT) est la voie principale de l’entrée de 

l’entraînement photique. En effet, sa destruction bloque l’entraînement de l’activité par la 

lumière (Johnson et al., 1988). Les fibres projettent sur les neurones de la partie ventro-

latérale des SCN exprimant le VIP ou le GRP (Van den Pol & Tsujimoto, 1985 ; Tanaka et 

al., 1993). La présence de lumière induit la libération de glutamate et de PACAP par les 

axones composant le RHT (Meijer & Rietveld, 1989 ; Castel et al., 1993 ; pour revue 

Hannibal, 2002). Le glutamate libéré active les neurones des SCN certainement via des 

récepteurs N-Methyl-D-Aspartate (NMDA ; Ding et al., 1994 ; Shibata et al., 1994). 

Il existe aussi une voie indirecte qui conduit l’information photique de la rétine aux 

SCN. Cette voie amène l’information photique de la rétine aux feuillets intergéniculées 

latéraux (IGL) (Hickey & Spear, 1976), puis les IGL projettent sur les SCN via le tractus 

géniculo-hypothalamique (GHT). Cette projection utilise le GABA et le neuropeptide Y 

(NPY) (Harrington et al., 1985 ;Card & Moore 1989 ; Morin et al., 1992). Ainsi, les fibres 

immunoréactives au NPY forment des contacts synaptiques sur les neurones à VIP dans la 

partie ventro-latérale des SCN (Hisano et al., 1988). Cette voie n’apparaît cependant pas 

essentielle pour l’entraînement des rythmes par le cycle LD. En effet, la lésion des IGL, qui 
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détruit ce tractus, n’élimine pas l’entraînement par le cycle LD (Harrington & Rusak,. 1986 ; 

Pickard et al., 1987). Par contre, elle diminue la vitesse d’entraînement par la lumière (Dark 

& Asdourian, 1975 ; Harrington & Rusak, 1986). Cette voie aurait donc un rôle de 

modulateur de l’entraînement photique (Albers et al., 1991). 

Si l’horloge est entraînée par la lumière, le mécanisme même de l’horloge étant régi 

par au moins les onze gènes horloge préalablement cités, il n’est pas étonnant de constater que 

la lumière a un effet sur certains de ces gènes. Ainsi, trois d’entre eux sont inductibles par la 

lumière : Per1 (Shigeyoshi et al., 1997), Per2  (Sherman et al., 1997) et Dec1 (Honma et 

al.,2002). Leur induction est rapide et a lieu durant la nuit subjective. Per1 et Dec1 sont 

induits indifféremment durant toute la nuit subjective, alors que Per2 n’est induit fortement 

que si le créneau lumineux est présenté en début de nuit subjective (Albrecht et al., 1997). Ces 

gènes horloge seraient donc acteurs des décalages de phases observés en réponse aux diverses 

stimulations lumineuses. Ceci est étayé par le fait que les avances de phases induites par la 

lumière sont perturbées chez des souris mutantes pour Per1. De même, les retards de phases 

induits par la lumière sont perturbés chez des souris mutantes pour Per2 (Albrecht et al., 

2001). 
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Figure 4 : Courbes de réponse de phase pour des stimulations photiques (points blancs) 
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1.4.2. Entraînement non-photique 

Bien qu’il soit le plus puissant, le cycle LD n’est pas le seul synchroniseur de 

l’horloge circadienne. D’autres synchroniseurs se sont révélés capables de décaler ou 

d’entraîner les rythmes d’activité chez les rongeurs. Ces facteurs, dits non-photiques, n’ont en 

commun que le fait d’être différents de la stimulation lumineuse, et d’un point de vue 

physiologique, la plupart d’entre eux induisent des avances de phases lorsqu’ils sont 

appliqués durant le jour subjectif (Figure 4). Dans la description qui suit, les effets de ces 

facteurs non-photiques, ont été étudiés en DD. 

L’activation comportementale des hamsters dorés durant le jour subjectif est un 

des facteurs non-photiques le mieux étudié. La procédure standard consiste à mettre à la 

disposition d’un hamster doré une nouvelle roue. Généralement la présence de cette roue va 

inciter l’animal à courir, ce qui va décaler la phase des rythmes. Contrairement aux décalages 

de phase observés avec des créneaux lumineux, la présence de la roue va engendrer des 

avances de phase pendant le jour subjectif et de faibles retards pendant la nuit subjective 

(Figure 4) (Reebs & Mrosovsky, 1989 ; Bobrzynska & Mrosovsky1998). L’activation 

comportementale a également un effet sur les gènes horloge qui est totalement opposé à celui 

observé avec les facteurs photiques, c’est-à-dire une diminution de la transcription de Per1 et 

de Per2 le jour subjectif (Maywood et al., 1999), alors que la lumière induisait la transcription 

de ces gènes durant la nuit subjective. 

D’autres facteurs sont également capables d’engendrer une activation 

comportementale et donc capables de modifier la période de l’horloge circadienne. C’est le 

cas des injections de benzodiazépines, telles que le triazolam (Van Reeth & Turek, 1989 ; 

Cutrera et al., 1994a) ou de la morphine (Marchant & Mistlberger, 1995) qui induisent des 

avances de phase si elles sont appliquées durant le jour subjectif. 

La mélatonine, hormone sécrétée par la glande pinéale et dont l’action est 

importante tant au niveau circadien que saisonnier (voir plus loin), est un autre facteur non-

photique. À des doses supra-physiologiques, cette hormone engendre des avances de phase 

lorsqu’elle est appliquée en fin de jour subjectif (Armstrong & Chesworth, 1987). De plus, 

une application chronique de mélatonine est capable de synchroniser l’horloge, aussi bien 
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chez des rongeurs nocturnes (Redman et al., 1983 ; Pitrosky et al., 1999) que diurnes (Slotten 

et al., 2002). 

La restriction alimentaire, à la fois calorique et temporelle, est elle aussi, un 

facteur non-photique capable de modifier la phase de l’horloge circadienne et de l’entraîner 

(Challet et al., 1997). Par contre, une restriction temporelle de l’accès à la nourriture seule ne 

synchronise qu’une partie de l’activité locomotrice (l’activité anticipatoire), alors qu’une 

deuxième partie continue à s’exprimer en libre cours (Mistlberger, 1994). Ceci démontre qu’il 

existe une autre horloge, différente de l’horloge circadienne : l’horloge alimentaire qui induit 

cette activité anticipatoire, mais cette horloge n’a pas encore été localisée. 

1.5. SCN et photopériodisme 

La photopériode représente le durée relative du jour sur la période de 24 heures. 

Chez certains mammifères saisonniers, tels que le hamster doré, une photopériode courte 

induit l’arrêt de l’activité sexuelle qui se traduit par un atrophie des testicules. Une lésion des 

SCN effectuée chez des hamsters sexuellement actifs, empêche la régression de leurs 

testicules si ces derniers sont placés en photopériode courte (Rusak & Morin, 1976). Ainsi, les 

SCN auraient la capacité d’intégrer la photopériode, ceci se traduit par des modifications à 

différents niveaux, aussi bien moléculaires, que cellulaires. Tout d’abord l’expression des 

gènes horloge est affectée par des changements de photopériode de façon durable même si les 

animaux sont ensuite placés en obscurité constante. En particulier, une variation de la 

transcription de Per 1 en fonction de la photopériode a été décrite chez les hamsters dorés et 

sibériens (Messager et al., 1999 ; 2000 ; Tournier et al., 2003 ; voir Schwartz et al 2001 pour 

revue). Il en est de même pour les protéines PER1 et PER2 (Nuesslein-Hildesheim et al., 

2000). L’activité électrique des neurones de SCN mis en culture est également affectée par la 

photopériode, la durée du pic d’activité électrique étant corrélée avec la durée relative du jour 

précédent l’expérimentation (Mrugala et al., 2000). Cet effet de la photopériode se retrouve 

également sur l’expression et la sécrétion des neuropeptides des SCN, en particulier de l’AVP 

(ARNm : Jac et al., 2000, peptide : Duncan et al., 1995). Cette implication de l’AVP, sortie 

de l’horloge dépendant directement des boucles de régulation transcriptionnelles des gènes 

horloge, souligne le fait que les SCN, non seulement intègrent l’information photopériodique, 

mais la distribuent aussi. 
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2. Sécrétion rythmique de mélatonine 

2.1. Morphologie de la glande pinéale 

La glande pinéale résulte d’une évagination du toit du diencéphale. Chez la plupart 

des Mammifères, elle forme une masse compacte entre l’habenula et les commissures 

postérieures. Chez les rongeurs, la majeure partie de la glande a migré suivant l’axe rostro-

caudal pour former une glande superficielle située dans l’axe central du cerveau entre les 

hémisphères cérébraux et le cervelet. Cette glande pinéale superficielle représente la majeure 

partie de la glande bien qu’elle soit encore liée, par sa tige, à une partie dite profonde sur le 

toit du troisième ventricule. La glande superficielle des rongeurs est abondamment innervée et 

présente une vascularisation très dense dans laquelle la mélatonine est libérée. Toutefois, la 

glande pinéale profonde est aussi constituée de pinéalocytes fonctionnels capables de 

synthétiser la mélatonine (Ribelayga et al., 1998 ; Garidou et al., 2001). A partir de cette 

partie profonde de la glande, la mélatonine pourrait être libérée directement dans le liquide 

céphalorachidien du troisième ventricule dorsal comme cela a déjà été démontré chez le 

mouton (Tricoire et al., 2002 ; Tricoire et al., 2003). Au cours la phylogenèse, la glande 

pinéale a subi de nombreuses modifications (Korf et al., 1998). Contenant de vrais 

photorécepteurs chez les vertébrés inférieurs, elle est exclusivement constituée de cellules 

neuroendocrines chez les Mammifères, sans sensibilité directe à la lumière. Toutefois, les 

pinéalocytes expriment encore quelques marqueurs de photorécepteurs, tel que l’antigène S 

(Korf et al., 1985) ou la rhodopsine kinase (Somers & Klein, 1984). Ainsi, la glande pinéale 

des Mammifères pourrait être considérée comme un tissu tendant à l’homogénéïté avec une 

énorme majorité de pinéalocytes, très peu de cellules gliales, quelques cellules phagocytaires 

et quelques rares neurones. 

2.2. Innervation de la glande pinéale 

2.2.1. Innervation sympathique 

L’innervation sympathique de la glande pinéale est le principal lien avec l’horloge 

circadienne, les SCN sont en effet connectés à la glande pinéale via une voie polysynaptique 

impliquant successivement les PVN, l’IML et enfin les SCG (voir paragraphe 1.3.4.3). L’IML 

est l’élément pré-ganglionnaire cholinergique qui projette sur la partie rostrale des SCG, 

élément post-ganglionnaire. Les SCG contiennent les neurones noradrénergiques colocalisées 
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avec le NPY, et projettent sur la glande pinéale (Zhang et al., 1991). Seulement 0,5 à 1% des 

neurones des SCG projettent vers la glande pinéale (Bowers et al., 1984 ; Larsen et al., 1999). 

Ils projettent dans le parenchyme de la glande superficielle, sans contact direct avec les 

pinéalocytes, et cette innervation demeure néanmoins très dense (voir Korf, 1996 pour revue). 

La ganglionectomie (ablation des SCG) induit une disparition complète de l’immunoréactivité 

pour la tyrosine hydroxylase (TH), enzyme limitante de la biosynthèse de la noradrenaline 

(NE) (Zhang et al., 1991), ce qui montre que toute la NE libérée dans la glande pinéale est 

d’origine sympathique. 

2.2.2. Autres innervations 

La ganglionectomie ne supprime pas toute l’innervation de la glande pinéale (Lin et 

al., 1975 ; Schneider et al., 1981 ; Moller & Korf, 1983) , ce qui laisse supposer qu’il existe 

une autre innervation que l’innervation sympathique. La glande pinéale apparaît ainsi 

innervée par plusieurs structures cérébrales qui sécrètent essentiellement des neuropeptides, 

notamment les noyaux habénulaires, les noyaux de la commissure postérieure, les PVN et 

l’IGL. Il s’agit principalement d’OT (Buijs & Pévet, 1980 ; Ronnekleiv & Kelly, 1984). 

Il existe aussi des fibres histaminiques provenant des noyaux tubero-mammillaires 

(Mikkelsen et al., 1992), ainsi que des fibres sérotoninergiques provenant du raphé dorsal 

(Leander et al., 1998), et enfin des fibres à hypocrétine (HCRT) provenant de l’hypothalamus 

latéral (Mikkelsen et al., 2001). 

De plus, il existe une innervation parasympathique de la glande pinéale qui provient 

des ganglions palatins et otiques (Shiotani et al., 1986 ; Moller & Liu, 1999), qui est à 

l’origine de la libération de l’acétylcholine (Ach) dans la glande (Eranko et al., 1970). 

L’ensemble de l’innervation non sympathique décrite n’aurait qu’un rôle limité dans 

la régulation de la sécrétion de mélatonine, comme dans le contrôle du fonctionnement 

métabolique de la glande, du moins dans l’état de nos connaissances actuelles. 
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2.3. Biosynthèse de la mélatonine 

2.3.1. Étapes de la biosynthèse  

La mélatonine a été identifiée pour la première fois dans la pinéale de bœuf par 

Lerner et Coll. en 1960, mais sa biosynthèse (Figure 5) n’a été effectuée que plus tard, en 

1974 par Axelrod. La première étape de sa biosynthèse consiste en la capture du tryptophane 

(Trp) circulant par les pinéalocytes (Wurtman & Anton-Tay, 1969), permettant ainsi la 

production de 5-hydroxy-tryptophane (5HTP) par la tryptophane hydroxylase mitochondriale. 

La décarboxylase des acides aminés aromatiques transforme ensuite le 5HTP en 5-

hydroxytryptamine (5HT ou sérotonine) synthétisée en permanence par la glande pinéale, 

mais sécrétée avec un pic de jour (Sun et al., 2003) par un mécanisme indépendant de la 

dépolarisation (Walker & Aloyo, 1987). Si l’on considère la glande pinéale, la sérotonine 

n’est pas un neurotransmetteur, mais simplement un intermédiaire métabolique. La 5HT est 

ensuite convertie en N-acétylsérotonine (NAS) par l’arylalkylamine N-acétyltransférase (AA-

NAT), l’enzyme limitante de la biosynthèse de la mélatonine. Enfin, la NAS est O-méthylée 

par l’hydroxyindole-O-méthyle transférase (HIOMT) pour donner la mélatonine qui est 

directement libérée après sa synthèse, puisque sa structure lipophile lui permet de traverser 

librement les membranes cellulaires. 

2.3.2. Régulation de la biosynthèse 

L’AA-NAT est l’enzyme limitante de la biosynthèse rythmique de la mélatonine, le 

rythme circadien de sécrétion de la mélatonine est en effet directement dépendant du rythme 

de l’activité de l’AA-NAT (Klein & Weller, 1970). Toutefois, des variations de l’activité de 

l’HIOMT ont été décrites aussi chez le rat mais l’incidence de ces variations sur la sécrétion 

de mélatonine reste mineure (Ribelayga et al., 1997). 

La NE est le principal neurotransmetteur issu de la projection des SCG sur la glande 

pinéale, son profil de libération nocturne est corrélé avec celui de la sécrétion de la 

mélatonine (Drijfhout et al., 1996). La NE agit sur les récepteurs β1 des pinéalocytes, ces 

récepteurs à sept domaines transmembranaires sont couplés à une protéine Gs qui active 

l’adénylate cyclase augmentant ainsi le taux cytosolique d’AMPc, ce qui va activer la protéine 

kinase A (PKA). Cette kinase phosphoryle le facteur de transcription CREB qui se fixera sur 

le site CRE du promoteur de l’Aa-nat permettant la transcription de ce gène (Roseboom & 
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Klein, 1995 ; Baler et al., 1997). Parallèlement, l’augmentation du taux d’AMPc permet aussi 

une augmentation de l’activité de l’AA-NAT (voir Klein, 1985 pour revue). 

La fixation de la NE sur son récepteur α1 permet la potentialisation de son effet sur 

le récepteur β1 par des mécanismes impliquant le calcium intracellulaire et la protéine kinase 

C (PKC) augmentant ainsi l’activité de l’adénylate cyclase et par conséquent les taux d’AMPc 

(Berg & Klein, 1972 ; Sugden & Klein, 1985). 

L’arrêt de la libération de NE, en fin de nuit (Drijfhout et al., 1996), engendre une 

diminution des taux d’AMPc (Klein et al., 1978) dans les pinéalocytes. Cette diminution 

inhibe la protection de l’AA-NAT par la PKA et rend possible sa dégradation par le 

protéasome. De plus, la déphosphorylation de CREB résultant de l’arrêt de la libération de la 

NE va arrêter la néotranscription de l’Aa-nat (Maronde et al., 1999). Enfin, la 

phosphorylation de CREB qui induit la transcription de Aa-nat induit également la 

transcription d’Icer qui s’accumule pendant la nuit. ICER, présent en fin de nuit en grandes 

quantités, va entrer en compétition avec Phospho-CREB pour se fixer sur le site CRE de l’Aa-

nat et participer ainsi à l’arrêt de la transcription de l’Aa-nat en fin de nuit (Voir Stehle et al., 

2001 pour revue). 

2.3.3. Catabolisme 

La mélatonine est catabolisée majoritairement par le foie et les reins, elle est 

hydroxylée en 6-hydroxy-mélatonine (Yu et al., 1993). Ce catabolisme est rapide, puisque la 

mélatonine a une demi-vie de 20 à 30 minutes dans le sang. La 6-hydroxy-mélatonine est 

ensuite excrétée sous forme sulphatée ou glucuronée. La forme sulphatée : la 6-sulphatoxy-

mélatonine mesurée dans l’urine, aussi bien de l’Homme que du rongeur, est un excellent 

marqueur de la sécrétion de mélatonine par la glande pinéale et constitue donc une bonne 

méthode non-invasive pour évaluer la sécrétion de mélatonine, tant du point qualitatif, que 

quantitatif (voir Rajaratnam & Arendt, 2001 pour revue). Dans le cerveau, la mélatonine est 

métabolisée sous forme de N-Acétyl-5-méthoxykénurénamine (Hirata et al., 1974). 

2.4. Contrôle saisonnier 

La mélatonine est sécrétée au cours de la nuit, mais comme la durée relative de la 

nuit change au cours de l’année, il en résulte des variations de la durée de la sécrétion de 
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mélatonine (pour le rat, voir Illnerova et al., 1986 ; Ribelayga et al., 1999). Ces variations 

sont une conséquence directe de l’intégration de la photopériode par les SCN (voir § 1.5) qui 

assurent le contrôle exclusif de la sécrétion de cette hormone (Klein & Moore, 1979). 

L’intégration de la photopériode par les SCN a deux conséquences sur la sécrétion de 

mélatonine, d’une part, une augmentation de la durée de sa sécrétion avec la durée de la nuit, 

et d’autre part, le moment d’apparition du pic au cours de la nuit : plus la nuit est longue, plus 

le pic de mélatonine apparaît tardivement. Ainsi la sécrétion de mélatonine constitue non 

seulement un message nycthéméral pour l’organisme, mais aussi un message saisonnier. De 

plus, chez certaines espèces telles que le hamster d’Europe ou le hamster sibérien, en 

photopériode courte, une augmentation de l’amplitude du pic de sécrétion s’ajoute à 

l’augmentation de sa durée (Vivien-Roels, 1999). 

2.5. Effets physiologiques 

2.5.1. Récepteurs de la mélatonine  

La caractérisation et la localisation des récepteurs de la mélatonine ont donné lieu à 

de nombreuses études. Deux sous-types de récepteurs principaux ont été clonés MT1 et MT2 

(Reppert et al., 1995 ; Masana & Dubocovich, 2001). Ces récepteurs sont à haute affinité et 

leur constante de dissociation est inférieure à 200 pM. Ils ont sept domaines 

transmembranaires couplés à une proteine Gi (inhibitrice de l’adénylate cyclase). Des sites de 

liaison à faible affinité pour la mélatonine ont aussi été décrits, ils ont une constante de 

dissociation comprise entre 1 et 10 nM (Duncan et al., 1988) et ont été nommés MT3. Le 

clonage de ce récepteur MT3 a mis en évidence qu’il s’agit en fait d’une enzyme impliquée 

dans la détoxification : la quinone réductase 2 (Nosjean et al., 2000). La présence des 

récepteurs MT1 et MT2 a été décrite dans plus de 100 structures cérébrales et 30 structures 

périphériques, mais le nombre et la nature des structures concernées varient considérablement 

d’une espèce à l’autre. Toutefois, les SCN ainsi que le lobe tubéral de l’adénohypophyse 

(pars tuberalis) sont deux structures où les récepteurs à haute affinité de la mélatonine sont 

retrouvés chez quasiment toutes les espèces. Ceci suggère que la mélatonine pourrait rétroagir 

sur l’horloge et moduler à la fois les systèmes circadiens et saisonniers. 

2.5.2. Action de la mélatonine sur l’horloge 

Les récepteurs MT1 et MT2 sont présents dans les SCN. Chez la souris, la 

suppression des gènes de ces récepteurs, par la technologie du KO associée à des techniques 
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de pharmacologie, a permis d’associer le récepteur MT1 à la suppression de l’activité 

électrique des SCN en réponse à l’application de mélatonine. Les récepteurs MT2 seraient 

associés aux décalages de phases obtenus après l’application de la mélatonine (Liu et al., 

1997). La mélatonine appliquée à la transition jour/ nuit induisant des avances de phase de 

l’activité électrique des SCN in vitro (Shibata et al., 1989 ; Stehle et al., 1989 ; Mc Arthur et 

al., 1991) met en évidence son action directe sur l’horloge. Cependant, d’un point de vue 

moléculaire, son action sur les SCN n’est pas encore bien élucidée, car l’application de 

mélatonine n’est suivie d’aucun effet sur les gènes horloge Per, Cry, Bmal ou Clock (Poirel et 

al.,2003), toutefois des résultats récents montrent une effet sur Rev-erb α dans les SCN (Agez 

et al., communication personnelle). 

2.5.3. Action de la mélatonine sur la pars tuberalis 

Les récepteurs MT1 sont fortement présents dans la pars tuberalis. Grâce à ces 

récepteurs, la mélatonine induit la sécrétion saisonnière de prolactine par les cellules 

lactotropes de la pars distalis (Williams & Morgan, 1988 ; de Reviers et al., 1989 ; Lincoln & 

Clarke, 1994). Si le signal émanant de la pars tuberalis vers la pars distalis n’a pas encore été 

déterminé, il est cependant d’ores et déjà nommé : la tubéraline. Par ailleurs, l’application de 

mélatonine engendre l’induction des gènes Per1 et Cry1 dans la pars tuberalis (Dardente et 

al., 2003 ; Lincoln et al., 2003). Chez les souris KO pour le récepteur MT1, l’expression 

rythmique de ces gènes a totalement disparu (von Gall et al., 2005). Cette structure n’aurait 

donc pas de propriétés oscillantes propres mais serait directement, et exclusivement, 

dépendante de la sécrétion de mélatonine.  

2.5.4. Mélatonine et reproduction 

Outre ses effets sur la pars tuberalis et les SCN, la mélatonine affecte 

principalement la reproduction. Les effets de la suppression de mélatonine par pinéalectomie 

ou de son augmentation par des injections à durée variable ont été étudiés sur la reproduction 

(Voir Reiter, 1980 ; Pévet, 1998 pour revue). Le hamster syrien a sa période de reproduction 

en photopériode longue, mais si au cours de cette période, de la mélatonine lui est infusée 

pour mimer une durée de nuit longue, il va présenter alors une régression testiculaire comme 

s’il avait été placé en photopériode courte (Gauer et al., 1994). Chez les animaux 

pinéalectomisés, il n’y a plus de variations saisonnières de leur activité sexuelle. Chez le 

hamster syrien, il semble que les effets décrits sur la reproduction passent par l’hypothalamus 
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dorsomédian. En effet la lésion de cette structure contenant des récepteurs de la mélatonine, 

bloque le régression testiculaire induite par la photopériode courte ou par l’application de 

mélatonine. En revanche, la lésion de l’hypothalamus ventromédian induit une réactivation 

plus rapide de l’activité sexuelle lorsque les animaux sont placés en photopériode longue 

(Maywood & Hastings, 1995 ; Maywood et al., 1996 ; Bae et al., 1999 ; Malpaux et al., 

2001). Ainsi ces structures constitueraient les sites d’action de la mélatonine pour le contrôle 

de l’activité reproductrice des espèces photopériodiques. 

2.6. Effets chronobiotiques 

La mélatonine n’est pas impliquée directement dans l’organisation de la rythmicité 

circadienne. En effet, la pinéalectomie ne modifie, ni la période du rythme d’activité 

locomotrice (Quay,1962 ; Cheung & Mc Cormack, 1982), ni l’activité électrique des SCN 

(Redlin & Lynch, 1997). En revanche, lorsque de la mélatonine est administrée 

quotidiennement, mais à des doses supraphysiologiques, elle entraîne, à une période de 24 

heures, les rythmes à la fois d’activité locomotrice et de prise de boisson (Redman et al., 

1983 ; Thomas & Armstrong, 1988 ; Cassone, 1990 ; Pitrosky et al., 1999). C’est sa capacité 

à entraîner les rythmes circadiens qui a permis d’attribuer le qualificatif de chronobiotique à 

la mélatonine (voir Pévet et al., 2002 pour revue). Cette capacité d’entraînement par la 

mélatonine est la somme des avances de phases induites par ses applications répétées, celles-

ci n’étant efficaces pour la synchronisation qu’à un créneau horaire précis : à la transition 

jour/nuit (ZT12) en LD ou au début de la période d’activité locomotrice lorsque les animaux 

sont placés en DD (CT12). Ces avances de phases sont observables sur l’activité locomotrice 

(Armstrong & Chesworth, 1987), ainsi que sur la sécrétion de mélatonine endogène (Bothorel 

et al., 2002). De plus, lorsque la mélatonine est infusée à un autre créneau horaire, l’activité 

locomotrice continue son libre cours jusqu’à ce que l’application de la mélatonine coïncide 

avec le début de l’activité locomotrice, et les animaux sont alors synchronisés à 24 heures 

(Redman et al., 1983 ; Cassone & Natesan, 1997, Pitrosky et al., 1999 ; Schuhler et al., 2002). 

Il est intéressant de noter que ce créneau efficace pour l’entraînement, correspond à celui pour 

lequel l’application de mélatonine sur les SCN in vitro induit une avance de phase de leur 

activité électrique (Shibata et al., 1989 ; Stehle et al., 1989 ; Mc Arthur et al., 1991). Chez 

l’humain, les propriétés de resynchronisation de la mélatonine sont utilisées pour traiter les 

troubles relatifs à une désorganisation temporelle, c’est le cas chez certains aveugles, chez des 
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travailleurs postés, ou encore lors de vols transméridiens (voir Claustrat et al., 1996 ; Arendt 

et al., 1997 pour revue). 

2.7. Effet pharmacologique de la mélatonine exogène sur la 
mélatonine endogène 

L’application de mélatonine exogène à la transition jour/nuit (ZT12) a un effet 

synchroniseur sur les rythmes circadiens. Cette synchronisation est le résultat d’un effet sur 

les SCN. La sécrétion de mélatonine endogène par la glande pinéale, sortie de l’horloge par 

excellence, doit par conséquent être entraînée aussi par la mélatonine exogène. L’application 

ponctuelle de mélatonine à ZT 12 induisant une avance de phase de l’activité électrique des 

SCN, ainsi qu’une avance de phase de l’activité locomotrice (voir § précédent) résulte aussi 

en une avance de phase de l’activité de l’AA-NAT (Humlova & Illnerova, 1992) et également 

de la sécrétion endogène de mélatonine (Bothorel et al., 2002). 

L’application ponctuelle de mélatonine chez le rat induit une augmentation durable 

de l’amplitude de la sécrétion de la mélatonine endogène. Ceci résulte de l’effet de la 

mélatonine exogène sur l’horloge même. L’augmentation d’amplitude obtenue est 

équivalente, que la mélatonine exogène soit appliquée de façon systémique, ou directement 

sur les SCN. Par ailleurs, il convient d’exclure un effet local de la mélatonine exogène sur la 

glande pinéale puisque son application directe dans cette glande, n’a aucun effet sur la 

sécrétion de mélatonine endogène. De plus, comme pour les avances de phase ou 

l’entraînement, la fenêtre de sensibilité du système à la mélatonine est la même : seule une 

application à la transition jour/nuit (ZT12) est efficace pour obtenir une augmentation de 

l’amplitude de sécrétion de la mélatonine (Bothorel  et al., 2002). Cet effet sur l’amplitude est 

certainement attribuable à une augmentation dans la glande pinéale de la libération de NE par 

les SCG. Il a été montré que l’application de mélatonine entraîne une augmentation de la 

quantité de NE présente dans la glande pinéale (Pazo et al., 2002). L’augmentation 

d’amplitude de la sécrétion de mélatonine décrite chez le rat a été également observée chez 

l’Homme (Zaidan et al., 1994). 

Ces effets de la mélatonine appliquée à ZT12 sur l’horloge circadienne, supposent 

deux possibilités d’action, soit la mélatonine affecte globalement l’amplitude des oscillations 

de l’horloge, soit elle n’agit que localement sur une partie de l’horloge contrôlant 

spécifiquement la sécrétion de mélatonine endogène. 
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3. Sécrétion rythmique de corticostérone 

3.1. Généralités 

La CRH (Corticotropin-Releasing Hormone) est synthétisée dans les neurones 

parvocellulaires des noyaux paraventriculaires (PVN) de l’hypothalamus, et libérée dans le 

système porte hypothalamo-hypophysaire. Cette libération induit dans l’hypophyse antérieure 

la synthèse de l’hormone adrénocorticotrope ACTH (Adreno-CorticoTropin Hormone), puis 

sa sécrétion dans la circulation générale. L’ACTH ainsi libérée, stimule la synthèse et la 

libération de glucocorticoïdes par le cortex surrénalien. Selon les espèces, la stéroïdogénèse 

dans le cortex surrénalien se traduit par la production principale de corticostérone (rat ou 

Arvicanthis), de cortisol (Homme ou hamster syrien), ou d’un mélange des deux hormones 

(hamster sibérien). Outre le contrôle humoral de la sécrétion des glucocorticoïdes via 

l’ACTH, il existe en parallèle un contrôle nerveux de cette sécrétion par le système 

sympathique (Jasper & Engeland, 1994). 

3.2. Régulation nerveuse sympathique de la glande surrénale : 
importance du nerf splanchnique 

Le nerf splanchnique n’innerve pas directement la corticosurrénale, mais la 

médullosurrénale. Cette innervation module l’induction de la stéroïdogénèse induite par 

l’ACTH. La stimulation sympathique de la médullosurrénale a plusieurs conséquences. La 

première est l’induction d’une synthèse médullosurrénalienne de CRH et d’ACTH. Cette 

ACTH s’ajoute à l’ACTH circulante d’origine hypophysaire et augmente ainsi la quantité 

d’ACTH qui pourra se fixer sur les récepteurs de la corticosurrénale. La deuxième 

conséquence est une activation des neurones post-ganglionnaires présents dans la 

médullosurrénale, qui vont libérer des catécholamines agissant sur les cellules de la 

corticosurrénale augmentant ainsi la biosynthèse de glucocorticoïdes. 
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La troisième conséquence est l’induction de la libération de différents neuropeptides 

par la médullosurrénale (voir Ehrhart-Bornstein et al., 1998 pour revue). Ces neuropeptides 

sont très nombreux, et chez le rat on trouve le VIP, la galanine, l’AVP, l’OT, le NPY, la 

Substance P (SP), le PACAP et la somatostatine. Parmi eux, le VIP présente un grand intérêt, 

en raison de son effet vasodilatateur et son application dans la glande mime l’effet de la 

stimulation du nerf splanchnique connue pour induire une augmentation du débit sanguin. 

L’effet vasodilatateur du VIP s’ajoute à celui du CRH produit localement. Il en résulte une 

augmentation considérable du débit sanguin dans la glande surrénale, permettant ainsi une 

entrée plus massive d’ACTH hypophysaire dans la corticosurrénale qui augmente alors sa 

stéroïdogénèse. Le contrôle nerveux de la production de corticostérone est donc primordial 

dans l’établissement de son rythme de sécrétion, par le biais à la fois de la vasodilatation et de 

la production locale d’ACTH par la médullosurrénale. 

3.3. Biosynthèse et biodisponibilité 

La synthèse des glucocorticoïdes comprend plusieurs étapes avec de nombreux 

métabolites intermédiaires (Figure 6). Le substrat initial est le cholestérol dont l’entrée dans 

la matrice interne de la mitochondrie est stimulée par l’ACTH. L’étape limitante dans la voie 

de synthèse est la conversion du cholestérol en prégnénolone, réaction catalysée par une 

enzyme de clivage de la chaîne latérale du cholestérol, la P450scc (P450 side chain clivage), cette 

enzyme est située au niveau de la matrice mitochondriale interne. La plupart des enzymes de 

cette voie de synthèse appartiennent à la super-famille du cytochrome P450. Un second 

élément limitant de cette biosynthèse est la mobilisation du cholestérol et sa présentation au 

P450scc. Une fois synthétisés, les glucocorticoïdes sont rapidement sécrétés car la capacité de 

stockage de la glande est minime. 

Les glucocorticoïdes (corticostérone ou cortisol) existent sous deux formes dans le 

sang : une forme libre (10 %) et une forme liée à la transcortine (ou CBG : Corticosteroid 

Binding Globulin) ou à l’albumine (90 %). Seule la forme libre est biologiquement active. La 

transcortine et l’albumine, protéines de la famille des globulines, auraient un rôle de tampon 

afin d’éviter des variations trop brutales des concentrations de glucocorticoïdes. 

 39



3.4. Catabolisme 

La corticostérone a une demi-vie de 80 à 120 minutes, en raison de son inactivation 

rapide par le foie qui la rend hydrosoluble. Les métabolites ainsi produits seront excrétés. Au 

niveau rénal, 90 % de la corticostérone est éliminée sous forme hydrosoluble et les 10 % 

restants de la corticostérone sont éliminés sous sa forme intacte dans les urines. 

3.5. Effets physiologiques 

3.5.1. Récepteurs 

Il existe deux types de récepteurs, les MR (Mineralocorticoid Receptors) et les GR 

(Glucocorticoid Receptors). Les récepteurs MR ont une forte affinité pour la corticostérone, 

leur constante de dissociation est de 0,5 nM et ils sont saturés tout au long du nycthémère, que 

la concentration de corticostérone soit maximale ou à son niveau de base. Les récepteurs GR 

ont une affinité dix fois plus faible pour la corticostérone, leur constante de dissociation est de 

5 nM et ils sont très peu liés à la corticostérone lorsque celle-ci est à son niveau basal, mais 

leur taux de liaison dépasse les 50 % lorsque les valeurs maximales du pic circadien de 

libération de corticostérone sont atteintes ou encore lors de situations de stress. Ces deux 

récepteurs appartiennent à la super-famille des récepteurs hormonaux nucléaires, ils sont 

présents dans le cytoplasme et donc facilement accessibles aux hormones stéroïdiennes qui, 

en raison de leur nature lipidique, traversent facilement les membranes cellulaires. Une fois 

que la corticostérone est fixée sur ces récepteurs, ceux-ci sont alors transloqués dans le noyau 

mais à condition que les récepteurs se dimérisent, et il s’agit en général d’homodimérisation. 

Dans le noyau, les dimères formés vont se fixer sur des séquences GRE (glucocorticoid 

responsive element) des promoteurs de différents gènes, avec pour résultat, soit une 

activation, soit une inhibition de la transcription du gène, ceci en fonction de la nature du 

GRE qui peut être positif (GRE) ou négatif (nGRE). Comme les MR sont toujours saturés, ce 

sont les récepteurs GR dont le taux de liaison varie au cours de la journée, qui sont sensibles à 

la sécrétion rythmique de la corticostérone et sont donc responsables de ses effets 

physiologiques. Au niveau périphérique, les GR sont plus particulièrement présents dans le 

foie et dans l’hypophyse. En ce qui concerne le système nerveux central, les GR sont présents 

de façon ubiquitaire (voir De Kloët et al., 1998 pour revue), mais les SCN font figure 

d’exception dans la mesure où les GR ne sont quasiment pas présents dans cette structure, 

siège de l’horloge circadienne (Fuxe et al., 1985). D’ailleurs, l’application d’un analogue de 
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la corticostérone, le dexaméthasone, affecte l’expression des gènes horloge dans les tissus 

périphériques mais n’a aucun effet dans les SCN (Balsalobre et al., 2000). 

3.5.2. Effets métaboliques 

La corticostérone est une hormone hyperglycémiante, cette propriété lui est conférée 

par les différentes cibles que sont les muscles, la peau et les tissus lymphoïdes, adipeux et 

conjonctifs. Dans le foie, la corticostérone induit d’une part, la néoglucogénèse à partir des 

acides gras et du glycérol circulants, et d’autre part, le stockage du glucose sous forme de 

glycogène. Ces phénomènes conjugués aboutissent à la constitution d’un stock important de 

glucose mobilisable rapidement. Sur les tissus lymphoïdes, conjonctifs et adipeux, la 

corticostérone a un effet catabolisant, dans la mesure où ces tissus vont diminuer leur 

consommation de glucose. Sur le muscle, cet effet est atténué (Cahill, 1971). Par ailleurs, la 

corticostérone stimule la lipolyse dans le tissu adipeux permettant ainsi une libération 

importante de glycérol et d’acides gras dans le sang. Cette augmentation du taux sanguin de 

glycérol permet d’obtenir une plus grande quantité de substrat disponible pour la 

néoglucogénèse hépatique. Quant aux acides gras libérés, ils constituent une ressource 

énergétique alternative au glucose, qui est essentielle pour le muscle. La corticostérone induit 

également une libération d’acides aminés à la fois par le muscle et les tissus lymphoïdes et 

conjonctifs, mais en parallèle elle diminue de façon drastique la synthèse protéique dans ces 

structures. Ces acides aminés, et ceux non utilisés pour la synthèse protéique, permettent à 

nouveau d’alimenter la néoglucogénèse. La corticostérone en tant qu’hormone préparant 

l’organisme à l’effort, agit par le biais de ses effets métaboliques, en mobilisant de grandes 

quantités de glucose provenant des diverses sources énumérées. 

3.5.3. Effets immunitaires 

Les glucocorticoïdes induisent globalement une inhibition des réponses 

immunitaires et inflammatoires. Ils modulent l’expression des gènes impliqués dans la 

réponse immunitaire innée, et en ce qui concerne l’immunité à réponse adaptative, ils inhibent 

l’immunité cellulaire et favorisent l’immunité humorale en modifiant le ratio lymphocyte Th1 

/ lymphocyte Th2 (voir Franchimont, 2004 pour revue). Ces effets des glucocorticoïdes sont à 

l’origine des profils circadiens des réponses immunitaires observées (avec prédominance des 

réponses cellulaires durant le jour subjectif et des réponses humorales durant la nuit 

subjective). Ces variations immunitaires sont également observées lors des élévations brutales 
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des concentrations plasmatiques en glucocorticoïdes dans des situations de stress (voir 

Chrousos & Gold, 1992 pour revue). 

3.5.4. Autres effets physiologiques 

Les glucocorticoïdes ont un effet inhibiteur sur la fonction sexuelle et en particulier, 

sur les neurones à GnRH, les cellules gonadotropes hypophysaires et les gonades. D’un point 

de vue circulatoire, la volémie et le cœur semblent être affectés par les glucocorticoïdes qui 

favorisent à la fois une diminution de la volémie par augmentation d’excrétion d’eau et une 

augmentation de la force de contraction cardiaque. Enfin, les glucocorticoïdes sont des 

euphorisants et stimulent l’appétit. 
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B. Objectifs 

Chez l’animal, l’activité locomotrice est la sortie de l’horloge la plus étudiée. Cette 

sortie comportementale a servi d’outil pour appréhender l’horloge circadienne des 

Mammifères. Des travaux portant sur les effets de lésions et de greffes de SCN utilisent 

l’activité locomotrice comme unique sortie de l’horloge. Il en est de même pour l’étude des 

courbes de réponse de phase (§1.4) ou d’entraînement. En revanche, il y a peu de travaux 

portant sur plusieurs sorties de l’horloge étudiées en parallèle. Pour appréhender finement le 

fonctionnement de l’horloge circadienne, ainsi que le mode de contrôle qu’elle exerce sur 

l’organisme en général, il est intéressant d’étudier différentes sorties de cette horloge en 

même temps, et si possible, sur les mêmes animaux. Pour cela, il existe deux approches 

possibles, soit laisser l’horloge fonctionner dans des conditions physiologiques normales, soit 

en modifier le fonctionnement en changeant différents paramètres. La première approche ne 

présente pas un grand intérêt, car les résultats ne représenteraient que la somme de toutes les 

sorties, déjà décrites séparément dans la littérature. C’est pourquoi dans ce travail, nous avons 

choisi de modifier le fonctionnement de l’horloge par deux moyens différents, d’une part, 

l’application de mélatonine exogène en tant qu’outil pharmacologique, et d’autre part, la 

modification de la durée de la photopériode. A la suite de ces traitements, nous avons suivi 

l’évolution simultanée des caractéristiques de différentes sorties de l’horloge (profils de 

sécrétion de deux hormones, la mélatonine et la corticostérone et profil de l’’activité 

locomotrice). 

1. L’effet pharmacologique de la mélatonine sur 
l’horloge est-il global ? 

La mélatonine exogène est un outil pharmacologique puissant, connu pour agir sur 

l’horloge. Si cette hormone est appliquée de manière répétitive à la transition jour/nuit, elle 

est capable d’entraîner les rythmes circadiens grâce à son action sur les SCN chez l’animal 

maintenu en obscurité constante et présentant donc un libre-cours (Voir §2.7). De même, une 

application ponctuelle de mélatonine à ZT12 (début de la nuit) ou à CT12 (début de l’activité 

locomotrice en DD) provoque une avance de phase des rythmes d’activité électrique des SCN, 

d’activité locomotrice et de sécrétion endogène de mélatonine. Elle induit également une 

augmentation importante et durable de l’amplitude du rythme de sécrétion endogène de 

mélatonine (Voir §2.8). Afin de tester l’hypothèse selon laquelle la mélatonine exogène peut 
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augmenter globalement l’amplitude des oscillations de l’horloge, nous allons suivre 

simultanément par microdialyse intracérébrale chez des rats, les sécrétions endogènes de 

mélatonine et de corticostérone, avant et après une injection de mélatonine exogène à la 

transition jour/nuit. 

2. La corticostérone, une autre sortie endocrine 
saisonnière de l’horloge ? 

Si l’application de mélatonine exogène est un bon moyen pour modifier le 

fonctionnement de l’horloge circadienne, la variation de la photopériode en est un autre. Les 

changements de la durée relative de la phase éclairée du nycthémère existent dans les 

conditions naturelles. Dans le cas d’une photopériode courte (nuit longue), la durée de la 

sécrétion de mélatonine augmente et l’apparition du pic de mélatonine est retardée par rapport 

au début de la nuit. Ces variations pour la mélatonine sont dues à l’intégration de la 

photopériode par l’horloge circadienne (voir §1.5). En ce qui concerne la sécrétion de 

corticostérone, on peut se demander si c’est une autre sortie endocrine saisonnière de 

l’horloge. En d’autres termes, ceci revient à savoir si l’horloge intègre de façon globale les 

variations photopériodiques, et si la distribution d’une telle intégration est équivalente pour 

chaque sortie. Par ailleurs, une autre sortie de l’horloge sera prise en compte, à savoir 

l’activité locomotrice. L’association de cette sortie comportementale aux deux sorties 

endocrines que sont les sécrétions de mélatonine et de corticostérone, représente une approche 

physiologique dans la problématique de l’intégration de la photopériode par les SCN qui est 

complémentaire des approches moléculaires ou électrophysiologiques déjà effectuées dans ce 

domaine (voir §1.5). Cette étude sera effectuée chez un animal nocturne (le rat) et chez un 

animal diurne (l’Arvicanthis). Chez ces deux espèces, les profils de corticostérone et 

d’activité présentent des phases complètement différentes (nocturnes ou diurnes, mono- ou bi-

phasiques) , tout en ayant tous les deux des profils nocturnes de mélatonine. 
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C. Matériel et Méthodes 

1. Animaux 

Des rats ou des Arvicanthis mâles ont été utilisés pour les expériences. Leurs 

caractéristiques (poids, provenance…) et leurs conditions d’élevage (régime alimentaire et 

éclairement) seront décrites dans la partie D. 

2. Microdialyse 

L’étude du contenu en neurotransmetteurs de différentes structures cérébrales a 

largement utilisé des explants après sacrifice des animaux, mais cette méthode n’est pas très 

puissante dans la mesure où les neurotransmetteurs sont dégradés, métabolisés ou recapturés 

très rapidement par le tissu et elle ne reflète donc pas la neurotransmission in vivo. Une autre 

méthode a porté sur la neurotransmission in vivo en étudiant la concentration de 

neurotransmetteurs dans l’espace extracellulaire qui est le reflet de la neurotransmission 

synaptique. Les premières mesures effectuées pour le liquide extracellulaire ont été obtenues 

par la technique du « push pull ». Cette technique, particulièrement lourde, n’a été que très 

peu utilisée en neurosciences. Par la suite, la voltamétrie et la microdialyse in vivo ont été 

largement développées afin de mesurer les différents composants du liquide extracellulaire 

(Kissinger et al., 1973). L’idée d’utiliser le principe de la dialyse pour approcher la 

composition du liquide extracellulaire date de presque une quarantaine d’années (Bito et al., 

1966 ; Delgado et al., 1972). Mais ce n’est que plus récemment et grâce au développement de 

petites fibres de dialyse, que la microdialyse est devenue un outil puissant permettant de 

mesurer de nombreux composés du liquide extracellulaire in vivo (voir Benveniste, 1989 ; 

Justice, 1993 pour revue). 

2.1. Principe et propriétés de la microdialyse 

2.1.1. Principe de la microdialyse 

La technique consiste à perfuser une membrane de dialyse tubulaire, introduite dans 

une région cérébrale d’intérêt, avec un liquide isoosmotique s’équilibrant avec le liquide 

extracellulaire dans l’espace intercellulaire (sans échange de liquide) et à récolter des 

dialysats pour y détecter la présence de neurotransmetteurs (ou autres molécules diffusibles) 

libérés par des terminaisons nerveuses dans cet espace. 
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La paroi interne de la membrane de dialyse est en contact avec le liquide de 

perfusion et la paroi externe est en contact avec le liquide extracellulaire, et donc avec les 

neurotransmetteurs libérés. Le transport de ces derniers entre les deux compartiments est 

seulement dû à un phénomène de diffusion passive, suivant simplement le gradient de 

concentration. Ainsi un transmetteur présent dans le liquide extracellulaire mais absent du 

liquide de perfusion, va entrer dans ce dernier en traversant la membrane de dialyse. Les 

caractéristiques de la membrane ont leur importance selon le neurotransmetteur étudié. La 

membrane de dialyse peut également être utilisée pour infuser des molécules dans des zones 

cérébrales et dans ce cas, c’est une microdialyse inverse. 

2.1.2. Propriétés de la microdialyse 

- La membrane de dialyse ne permet pas le passage de grosses molécules par diffusion. 

Seules les petites molécules peuvent traverser la membrane, tels que les neurotransmetteurs, 

et elles ne sont pas métabolisées par des enzymes, trop grosses pour traverser la membrane. 

Le fait que les dialysats ne contiennent aucune grosse molécule, permet de les analyser 

directement après leur collecte sans aucune étape de purification (filtration, 

chromatographie…) qui réduirait encore le volume de l’échantillon. 

- Les mesures faites sur les dialysats portent sur la composition du liquide extracellulaire, ce 

qui permet ainsi de différencier les études effectuées par microdialyse de celles effectuées sur 

des tissus entiers post mortem. 

- La microdialyse présente l’avantage d’être utilisable dans quasiment tous les tissus, et en 

plus chez des animaux vigiles et libres de leurs mouvements. 

- L’échantillonnage peut s’étaler sur une longue durée (jusqu’à plusieurs jours), 

permettant ainsi un très grand nombre d’échantillons pour un même animal, ce qui réduit de 

façon non négligeable le nombre d’animaux nécessaires pour chaque expérience. 

- Cette technique permet à la fois de collecter et d’administrer des substances, ces deux 

actions pouvant parfois être menées de front. 

- La microdialyse intracérébrale n’induit que des dommages très minimes à la barrière 

hématoencéphalique, et celle-ci est rétablie dans les deux à trois jours suivant l’implantation. 

Ainsi, passé ce délai, l’animal se trouve dans une situation équivalente aux conditions 

physiologiques normales. 
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Figure 7 : Représentation schématique d’une sonde transversale. 
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2.2. Sonde de microdialyse 

2.2.1. Construction de la sonde transversale 

La construction de cette sonde (voir Figure 7) a été mise au point et publiée par 

Drijfhout et coll. en 1993. La membrane de dialyse utilisée est constituée d’esters saponifiés 

de cellulose, elle a un diamètre intérieur de 0,22 mm, un diamètre extérieur de 0,27 mm et un 

“cut off” de 10000 Da (les pores de la membrane ne permettent pas le passage de molécules 

dont le poids moléculaire excède 10000 Da). A l’intérieur de cette membrane est introduit un 

fil de tungstène de 0,1 mm de diamètre et de 76,5 mm de long dont une extrémité est 

appointée pour faciliter la pénétration de la sonde dans le tissu cérébral. Du côté opposé à 

l’extrémité pointue, un tube d’acier (tube 1 sur le schéma) provenant d’une aiguille de 23G 

(Terumo) est collé sur la membrane grâce à de la résine époxy (Poxycomet, Loctite). Après 

séchage de la résine, on définit, à partir du point de résine, 4 parties de membrane mesurant 

respectivement 10 ; 2 ; 10 et 2 mm. Les deux parties de 10 mm seront enduites de silicone 

(CAF 3, Rhône-Poulenc, France). Elles sont de part et d’autre d’une partie centrale de 2 mm 

définie comme étant la partie active de la sonde, et destinée à être implantée dans la glande 

pinéale. La dernière étape consiste à couper l’excès de membrane, situé au delà de la dernière 

partie de 2 mm. La membrane est alors fixée au fil de tungstène grâce à un point de colle de 

polycyanate (501, Loctite). 

2.2.2. Rendements de la sonde transversale 

2.2.2.1. Rendements pour la mélatonine 

Afin de déterminer les rendements de la sonde in vitro, quatre sondes ont été 

construites puis collées sur des bouchons de tubes Ependorf. Elles sont ensuite perfusées avec 

du Ringer (NaCl : 154 mM; KCl : 4 mM; CaCl2 : 2,25 mM) à un débit de 3µl/min et 

immergées, pendant une heure, successivement dans des tubes Ependorf contenant des 

solutions de mélatonine de concentrations croissantes (20 nM, 200 nM, 20 µM et 200 µM). 

Entre chaque solution de mélatonine, les sondes sont rincées dans du Ringer pendant deux 

heures. Les concentrations de mélatonine sont ensuite déterminées dans les dialysats récoltés. 

Les sondes ont été immergées dans des solutions contenant des concentrations de 

mélatonine de 20 nM, 200 nM, 20 µM et 200 µM. Les rendements obtenus, exprimés en %, et 
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calculés en faisant le rapport entre la concentration de mélatonine des dialysats et celle du 

bain dans lequel elles sont immergées, sont respectivement de 1,40 ± 0,35 ; 1,37 ± 0,51; 3,72 

± 0,70; et 4,65 ± 1,19. 

2.2.2.2. Rendement pour la corticostérone 

De la même manière que pour la mélatonine, cinq sondes ont été construites et 

utilisées pour déterminer les rendements avec la corticostérone. Trois solutions de 

corticostérone ont été utilisées : 0,5 ng/ml, 2,5 ng/ml et 10 ng/ml. Les rendements obtenus 

pour ces trois concentrations sont respectivement de 1,66 ± 0,38 ; 2,70 ± 0,42  et 3,18 ± 0,40 

%. 
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2.3. Chirurgie  

La technique d’implantation d’une sonde transversale de microdialyse dans la glande 

pinéale a été mise au point et décrite pour la première fois par Drijfhout et collaborateurs en 

1993  (Figure 8). Après anesthésie, l’animal est maintenu dans un cadre stéréotaxique. La 

peau recouvrant la calotte crânienne fait l’objet de trois incisions, une première longitudinale 

effectuée suivant la ligne médiane sur le crâne et deux autres latérales faites jusqu’au dessus 

des oreilles. Les muscles temporaux ainsi que la peau sont écartés et maintenus dans une 

position tendue grâce à des fils. Deux trépanations de 2 mm de diamètre au niveau de la ligne 

de suture formant le lambda (λ) sont effectuées dans les os temporaux droit et gauche (A). La 

sonde de microdialyse maintenue horizontale par une colonne stéréotaxique est introduite 

latéralement de façon à traverser la glande pinéale située à -1,6 mm par rapport à la surface du 

crâne et à +0,7 mm antérieurement du λ (B). Quatre vis sont ancrées dans le crâne en arrière 

du Bregma et de part et d’autre du λ afin de maintenir les tubes de la sonde en place à l’aide 

de ciment dentaire (Paladur, Kulzer, Les Ulis, France). Après avoir coupé la partie pointue du 

fil de tungstène au-delà du point de colle, un deuxième tube d’acier (tube 2) est collé sur la 

membrane à environ 1 mm de la zone siliconée et ensuite le fil de tungstène est retiré. 

Finalement, ces deux tubes d’acier, constituant l’entrée et la sortie de la sonde, sont fixés 

au-dessus du crâne dans une position verticale grâce à du ciment dentaire (C et D). Un 

cylindre d’acier de 8 mm de diamètre et de 15 mm de long est également inclus dans le 

ciment dentaire. Ce cylindre va constituer le premier maillon d’une chaîne métallique 

articulée (Figure 9) qui servira de support aux cathéters qui seront connectés à la sonde. 

Après cette intervention chirurgicale, les animaux disposent d’une période de récupération 

d’au moins trois jours avant la dialyse. 
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Figure 9 : Photographie d’un rat appareillé de sa sonde transpinéale ainsi que du système 

permettant la collecte des dialysats 
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3. Dialyse in vivo 

L’entrée de la sonde transpinéale est connectée à un cathéter en polyéthylène de 

0,38 mm de diamètre intérieur et de 1,09 mm de diamètre extérieur (Folioplast Les Ullis, 

France). La sortie de la sonde est connectée à un cathéter en polyéthylène de 0,30 mm de 

diamètre intérieur et de 0,70 mm de diamètre extérieur (Folioplast Les Ullis, France). Ce 

cathéter de sortie est connecté à un tube de collecte de 1,5 ml en polypropylène (Sarstedt, 

Orsay, France), qui sert à recueillir les dialysats. Le jour précédant l’expérimentation, les 

animaux sont connectés au système de microdialyse (comprenant un joint tournant, une 

chaîne supportant les cathéters et le tube de collecte des dialysats) qui est placé à l’extrémité 

d’un balancier fixé sur la cage et équipé d’un contre-poids à l’autre extrémité (Figure 9). Ce 

système permet de collecter les dialysats sans avoir à manipuler les animaux qui restent ainsi 

libres de leurs mouvements. L’entrée de la sonde est connectée à une pompe (Pump 22, 

Harvard, Biosciences, Les Ullis, France) via un joint tournant (375/22, Instech Laboratories, 

Plymouth Meeting, PA, USA). Pendant la microdialyse, la sonde est perfusée par du Ringer 

avec un débit de 3 µl/min pour les rats ou à 2 µl/min pour les Arvicanthis. Les dialysats sont 

récoltés de manière horaire. Les échantillons obtenus sont immédiatement stockés à –20 °C en 

attente de leur dosage. 

4. Activité locomotrice 

4.1. Activité générale 

L’activité locomotrice générale est mesurée par télémétrie. Un émetteur (Mini-mitter 

Co. Sun River OR), placé chirurgicalement dans la cavité abdominale des animaux transmet, 

par des ondes herziennes, les mouvements de l’animal à une antenne placée sous la cage et 

connectée à un ordinateur qui enregistre régulièrement (toutes les 10 minutes et 24h/24h) ces 

informations grâce à un logiciel d’acquisition (Dataquest III, Mini-mitter Co. Sun River OR.). 

L’activité générale est ainsi mesurée en unités arbitraires et représentée sur un actogramme 

grâce au logiciel Matlab. 

4.2. Activité de roue 

Un rongeur placé dans une cage munie d’une roue va y courir durant sa période 

d’activité. Ainsi, le comptage du nombre de tours de roue est un moyen non-invasif pour 
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évaluer l’activité locomotrice d’un rongeur. Ainsi, un aimant fixé à la roue établit un contact à 

chaque tour et un système d’acquisition (Dataquest III, Mini-mitter Inc.) enregistre ces 

données toutes les 5 minutes, 24 heures sur 24. Ces données sont ensuite quantifiées et 

retranscrites sous la forme d’actogrammes. 

5. Dosages radioimmunologiques 

Les concentrations en mélatonine et en corticostérone dans les dialysats sont 

déterminées par des dosages radioimmunologiques spécifiques. Cette méthode est basée sur la 

compétition d’un ligand « froid » et du même ligand radioactif marqué à l’iode 125 sur un 

anticorps spécifique. Une fois que l’équilibre de fixation sur l’anticorps est atteint, on isole 

soit la fraction libre (dosage de la corticostérone), soit la fraction liée à l’anticorps (dosage de 

la mélatonine). La radioactivité (de type gamma) est ensuite quantifiée, et en référence à une 

gamme étalon, les concentrations en mélatonine et en corticostérone, présentes dans les 

dialysats, sont facilement mesurées. 

Pour le dosage de la mélatonine, un anticorps polyclonal de lapin spécifique pour la 

mélatonine (R 19540 INRA, Nouzilly, France) a été utilisé, à une concentration finale de 

1/90000. A raison de 100 µl, cet anticorps est mis en présence de 25 µl d’échantillon (ou de 

standard de la gamme étalon) et de 100 µl de mélatonine marquée (10000 cpm/100 µl), durant 

au moins une nuit à 4 °C afin d’atteindre l’équilibre de liaison sur l’anticorps. Après cette 

incubation, la fraction liée à l’anticorps est précipitée avec du sérum de mouton anti-lapin 

(INRA, Nouzilly, France). Cette précipitation est suivie d’une centrifugation (4000 rpm, 

30 min à 4 °C) et le surnageant obtenu est aspiré. La radioactivité des culots est alors 

quantifiée et la concentration de mélatonine déterminée. 

Pour le dosage de la corticostérone, un kit commercial (ICN Biomedical division 

Carson, CA, USA) est utilisé et les réactifs sont dilués deux fois afin d’adapter ce dosage aux 

volumes et concentrations de corticostérone présents dans les dialysats. Ainsi, 50 µl 

d’anticorps, 25 µl d’échantillon (ou de standard de la gamme étalon) et 50 µl de 

corticostérone marquée (6000 cpm/50 µl) sont incubés durant au moins une nuit à 4 °C afin 

d’atteindre l’équilibre de liaison sur l’anticorps. Après cette incubation, du charbon actif est 

ajouté au milieu. Après centrifugation, le surnageant est aspiré, ce qui permet d’isoler la 

fraction libre dans le culot. La radioactivité des culots est quantifiée et la concentration de 

corticostérone déterminée. 
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6. Analyse et traitement des données 

Pour l’analyse, ainsi que pour la mise en forme des données, grâce au logiciel Sigma 

Plot (Jandel Scientific, Erkrath, Germany), un modèle de régression non linéaire a été 

largement utilisé. Cette régression a été appliquée aussi bien aux profils de sécrétion de 

mélatonine et de corticostérone, qu’aux profils d’activité locomotrice. Cette régression a pour 

équation : y = y0 + yampl / {[(S1 + exp(φ1 – x)] [1 + exp(S2 (x- φ2))]} 

Où Y est le nème point de données ; x, le temps du nème point ; Yo, le niveau basal et 

Yampl l’amplitude du pic. φ1 est défini comme étant le temps auquel 50 % de l’augmentation 

du pic est atteinte. De même, φ2 est défini comme étant le temps auquel 50 % de la descente 

du pic est atteinte. S1 et S2 sont respectivement les pentes de la montée et de la descente du 

pic, ces pentes sont ajustées de façon à obtenir le meilleur coefficient de corrélation possible 

entre la régression et les valeurs expérimentales obtenues. Ainsi, la durée du pic est définie 

comme la différence entre φ2 et φ1. 

L’ensemble des résultats numériques obtenus ont été traités par diverses analyses de 

variances suivies des tests ad hoc. 
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D. Résultats expérimentaux 

Au travers de l’étude de différentes sorties de l’horloge, nous étudierons les effets 

sur l’horloge de deux stimulations différentes. La première stimulation, faisant l’objet de la 

première partie, est l’application ponctuelle de mélatonine à la transition jour/nuit. La seconde 

stimulation est la variation de la photopériode dont l’effet a été testé sur deux espèces, le rat et 

l’Arvicanthis. 

1. Effet de la mélatonine exogène sur deux sorties de 
l’horloge : les rythmes de mélatonine et de 
corticostérone. 

L’application de mélatonine exogène induit une augmentation durable de 

l’amplitude de sécrétion de mélatonine endogène sécrétée par la glande pinéale via une action 

sur l’horloge (Bothorel et al., 2002). La question se pose de savoir si cet effet sur l’amplitude 

correspond à une action globale sur l’horloge, ou s’il s’agit plutôt d’une action sur une partie 

plus restreinte de l’horloge contrôlant spécifiquement la sécrétion de mélatonine. Pour 

répondre à cette question, il a été nécessaire de mesurer les effets de l’application de 

mélatonine exogène, non seulement sur la sécrétion de mélatonine par la glande pinéale, mais 

aussi sur une autre sortie de l’horloge circadienne : la sécrétion de corticostérone. 
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Abstract 

The biological clock of the suprachiasmatic nuclei drives numerous physiological 

and behavioural circadian rhythms. In this study, we addressed the question as to whether 

different components of the clock may control separately various circadian functions. Using 

the rat transpineal microdialysis tool, we analyzed the effect of clock perturbation by 

exogenous melatonin injection on two hormonal clock outputs: pineal melatonin and adrenal 

corticosterone secretions. As already reported, a single melatonin injection at the light/dark 

transition induces a marked increase in the endogenous pineal melatonin peak for the two 

following days. In the same animals, by contrast, the amplitude of the corticosterone rhythm 

was not altered following melatonin injection. These data show that the melatonin injection 

does not display an overall effect on the circadian clock, but rather influences a subpopulation 

of melatonin-sensitive neurons involved, among other functions, in the circadian control of 

the pineal pathway. 
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Introduction 

In mammals, the central biological clock located in the suprachiasmatic nuclei 

(SCN) of the hypothalamus, is known to control daily rhythms in behaviour as well as in 

physiological and hormonal parameters [3], of which the rhythm of melatonin synthesis by 

the pineal gland is one of the best examples [15; 18]. 

One unresolved question concerning the extensive SCN control of numerous daily 

rhythms is whether it involves the entire SCN or several subsets of SCN cells. To address this 

question, we used the well known feed-back effect of melatonin on SCN rhythmicity. When 

applied at the light/dark transition, exogenous melatonin can entrain circadian rhythms in vivo 

[19; 21] or in vitro [13]. Additionally, using the transpineal microdialysis technique, we have 

shown that application of exogenous melatonin induces a long-term increase in the amplitude 

of endogenous secretion of melatonin. This effect is the result of a direct action of melatonin 

on the SCN, and was observed only when melatonin is applied at the light/dark transition [2]. 

To test whether the clock controls separately its various outputs, we capitalized on 

this effect of exogenous melatonin. If melatonin induces a global increase in clock 

oscillations, we should observe an increase in the amplitude of other clock-controlled 

rhythms. The daily rhythm of corticosterone secretion is a suitable candidate because this 

hormone displays a typical circadian rhythm [14] in which, as for melatonin, the pivotal role 

of the autonomic nervous system has been demonstrated [4]. Using our recently developed 

microdialysis technique allowing simultaneous assay of both melatonin and corticosterone 

secretion in the same free-moving animals over several days [16], we decided to study the 

effect of a single melatonin injection, at the light/dark transition, on the daily rhythms of both 

melatonin and corticosterone for three consecutive days in the same animals. 

Material and methods 

Animals 

Male Wistar rats (n=12; 250-300 g) were purchased from Dépré (Douchard, France). 

The animals were housed in a temperature-controlled room (21 ± 2 °C) and maintained on a 

12hr-light : 12hr-dark lighting regimen (LD 12:12; lights off from 19:00 until 7:00 hr) with 

dark onset corresponding to Zeitgeber time ZT12. Water and food were available ad libitum. 
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All experiments with animals were performed in accordance with “Principles of laboratory 

animal care” (NIH pub. N° 86-23, revised 1985) as well as with the french national laws. 

Surgery and dialysis 

The animals were anaesthetised with tiletamine/zolazepam (20 mg/kg body weight, 

i.p.) and xylasine (15 mg/kg body weight, i.p.). After surgery, animals were allowed to 

recover for one week in individual cages. Implantation of the microdialysis probe in the pineal 

gland was performed as previously described [1; 7]. The dialysis membrane was saponified 

cellulose ester (0.22 mm inside diameter, 0.27 mm outside diameter, 10 000 molecular mass 

cut off). During the experiment, the probe inlet was connected by polyethylene tubing to a 

microinjection pump (PhD 2000, Harvard, Les Ulis, France) via a fluid swivel (375/22, 

Instech Laboratories, Plymouth Meeting, PA). The swivel was attached to a counterbalance 

beam allowing the animal to move freely. The probe was perfused with Ringer’s solution at a 

flow rate of 3 µl/min. The outlet connection of the probe consisted of polyethylene tubing 

(0.3 mm inside diameter, 0.7 mm outside diameter) connected to a 1.5-ml polypropylene 

microvial. Another polyethylene tube catheter was subcutaneously implanted in each animal 

to inject melatonin or vehicle without handling the animals.  

Experimental procedure 

Rats were divided into two groups: vehicle-injected (Group I) and melatonin-

injected (Group II). Melatonin (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France; 1 mg/kg b.w. 

dissolved in 5% ethanol/Ringer) or vehicle (5% ethanol in Ringer) were injected at ZT 12 

subcutaneously through the previously implanted catheter (ZT12 being the only time at which 

melatonin administration had an effect on the amplitude of the endogenous melatonin rhythm 

[2]). Dialysates were collected hourly from ZT0 to ZT24 the day before (Day 1) and two days 

after (Day 3 and Day 4) melatonin or vehicle administration (on Day 2). Sampled dialysates 

were stored at –20 °C until assayed by radioimmunoassay (RIA). At the end of the 

experiment, the rats were decapitated and the brain dissected with pineal gland. The brain was 

frozen and cryostat sections of the brain/pineal were mounted for microscope observation to 

control for probe location. 
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Radioimmunoassays (RIA) 

Melatonin concentration in dialysates was determined in duplicates of 25 µl samples 

by RIA using a specific rabbit antiserum (R19540 final dilution of 1/90 000) provided by 

INRA (Nouzilly, France) and [125I]-2-iodomelatonin. The limit of sensitivity of the assay was 

0.5 pg/tube. The direct melatonin assay was previously validated for dialysates [1]. 

Corticosterone concentration in dialysates was determined in duplicates of 25 µl samples by 

RIA using a commercially available [125I]-corticosterone RIA kit (ICN Biomedical Division, 

Carson, CA, USA). The limit of sensitivity of the assay was 25 pg/ml. The method was 

previously validated for dialysates [16]. 
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Figure 1 : Averaged profiles of melatonin (A) and corticosterone (B) concentrations in the 
pineal gland of all rats from Group I (n = 4) measured during the first control day (Day 1) and 
during the two days (Day 3 and Day 4) following a single subcutaneous injection of vehicle at 
ZT12. Data are plotted as mean ± SEM and expressed relative to the highest value observed 
on control Day 1 (100 in arbitrary units, a.u.). The striped bar represents the dark period of the 
LD 12:12 cycle. 
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Data analysis and statistics 

Data from all experiments are expressed as mean ± SEM of correctly implanted 

animals (Group I n=4 out of 6; Group II, n=5 out of 6). The highest value of the hormonal 

peak observed during the control Day 1 was taken as 100 (in arbitrary units), and all other 

values observed during the following days were expressed relative to this reference. For each 

group, raw data were analysed using a two-way MANOVA considering the day (3 levels: Day 

1, Day 3, Day 4) and the time of day (16 or 25 levels depending on the hormone) as repeated 

measures within subject factors. If F values were appropriate, MANOVA analyses were 

followed by a Student–Newman–Keuls post-hoc test. The level of statistical significance was 

set at 0.05 throughout. 

Results 

As previously demonstrated, successive melatonin profiles measured in the same 

animal were highly reproducible over several days. No effect of vehicle injection was 

detected (Fig. 1A). The duration of the control melatonin peak obtained by non-linear 

regression [2] was 5.81 ± 0.11hr. By contrast, melatonin injection on Day 2 induced a 

sustained increase in amplitude of melatonin secretion on Days 3 and 4 compared to that 

measured on Day 1 in the melatonin-injected Group II: MANOVA revealed a significant 

increase [F(2,8) = 22.42, p<0.001] of 100-130 % in the amplitude observed on Day 3 (p<0.01) 

as well as on Day 4 (p<0.01) compared to Day 1 (Fig 2A). The corticosterone secretion 

profile obtained by transpineal microdialysis was also highly reproducible for several days in 

the vehicle-injected Group I (Fig 1B). A significant rhythmic secretion was detected 

[F(23,69) = 7.28, p<0.001] with maximal values at the light/dark transition, without 

significant effects of vehicle injection given at ZT12 on Day 2. The corticosterone 

concentration was minimal during the first part of the light period, then started to increase at 

about ZT8 to reach maximal values from the light/dark transition until the middle of the dark 

period. Duration of the corticosterone peak obtained by non-linear regression was 10.92 ± 

0.31 hr. Melatonin injection had no effect on the corticosterone secretion profile in melatonin-

injected Group II (Fig 2B): statistical analysis did not reveal any significant effect of 

melatonin application on Day 2 on the corticosterone rhythm in the two following days. 
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Figure 2 : Averaged profiles of melatonin (A) and corticosterone (B) concentrations in the 
pineal gland of all rats from Group II (n = 5) measured during the first control day (Day 1) 
and during the two days (Day 3 and Day 4) following a single subcutaneous injection of 
melatonin (1 mg/kg b.w.) at ZT12 on Day 2. Data are plotted as mean ± SEM and expressed 
relative to the highest value observed on control Day 1 (100 in arbitrary units, a.u.). The 
striped bar represents the dark period of the LD 12:12 cycle. 
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Discussion 

In the present work, we showed that our intrapineal microdialysis system permitted 

reproducible measurement of corticosterone rhythms, even though this hormone is highly 

sensitive to stress. Hence this technique is valid for analysis of corticosterone as well as 

melatonin secretion [1;2;7]. It was used here to determine whether modification of central 

clock activity by melatonin administration at ZT12 may differentially affect two clock 

outputs, namely melatonin and corticosterone rhythms. 

The circadian clock controls melatonin secretion through the sympathetic nervous 

system [24], whereas it controls corticosterone secretion by two different pathways: the 

hypothalamus-pituitary-adrenal axis [5] and the sympathetic system [4] controlling adrenal 

corticotrophin sensitivity [9]. Melatonin rhythms are driven through the combination of a 

daytime stimulatory (glutamate) and a nighttime inhibitory (GABA) signal delivered to the 

paraventricular nuclei (PVN) [11; 16; 17]. Similarly, corticosterone secretion rhythms are 

driven through a combination of AVP release within the PVN in the middle of the day 

(constituting the inhibitory signal), and a stimulatory signal still to be identified [10; 12]. It is 

possible that two systems or two distinct subpopulations of SCN neurons regulate 

independently both endocrine rhythms. To test this hypothesis, we investigated the effect of 

melatonin injection at the light/dark transition on both melatonin and coticosterone rhythms. 

The present study confirms that exogenous melatonin application markedly 

increases, for at least the two following days, the amplitude of the endogenous melatonin 

rhythm in all animal tested [2]. By contrast, melatonin injection did not affect the amplitude 

of the rhythm of corticosterone secretion in the same animals. The differential effect of 

melatonin application on two clock outputs, reported here for the first time, suggests that 

melatonin does not affect the SCN clock as a whole, but possibly affects only the component 

controlling pineal melatonin secretion. The differential effect of melatonin on these ouputs 

may rely on different populations of SCN neurons, some being melatonin-responsive, or on 

different downstream elements, some being sensitive to melatonin. 

The hypothesis of different subpopulations of SCN neurons is supported by earlier 

anatomical studies. The SCN can be subdivided according to the neuronal peptide content, 
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with dorso-medial localisation of vasopressin neurons and ventro-lateral localisation of 

vasointestinal peptide and gastrin-releasing peptide neurons in the rat [8]. SCN neurons also 

appear heterogeneous with respect to electrical activity: although the majority of firing 

activity occurs during the day, some SCN neurons show nocturnal bursts [22]. Importantly, 

this nocturnal activity appears necessary to induce pineal melatonin secretion [16]. In 

addition, heterogeneity has also been reported in clock gene expression within SCN neurons. 

Some Per1 gene-expressing neurons were found to be in opposite phase compared to global 

SCN Per1 expression patterns [25]. Finally, light-induced phase shift of the clock was 

reported to induce Per1 and Per2 gene expression only in a subdivision of SCN [6]. Such 

anatomical and functional heterogeneity in SCN neuronal populations support the reported 

differential effect of melatonin on the two hormonal outputs. We hypothesised that a 

subpopulation of melatonin-sensitive SCN neurons control, among others, the hypothalamo-

pineal pathway. To better understand melatonin effects on the clock, it will be interesting to 

study the distribution of melatonin receptors in the SCN at a cellular resolution. Although 

some studies have reported the receptor to be present in the SCN AVP neurons [23], 

systematic analyses of this issue have not been reported due to difficulties in producing a  

specific antibody. 

Recently, it was reported that melatonin injection at the light/dark transition 

specifically increased SCN Per3 gene expression on the following day [20]. Whether this 

effect of melatonin on the clock mechanism is present in all neurons, or in a specialized subset 

of neurons, and is responsible for the long lasting and specific effect on pineal activity 

remains to be determined. 

In conclusion, the present study shows for the first time that a clock input, melatonin 

application at the light/dark transition, increases the amplitude of the endogenous rhythm of 

pineal melatonin without affecting the pattern of adrenal corticosterone release. As melatonin 

and corticosterone secretion are both under SCN control, it is suggested that exogenous 

melatonin acts on a subpopulation of neurons controlling pineal melatonin secretion only. A 

further analysis of the mechanisms involved in the differential effect of melatonin will 

provide new insight into how the biological clock controls various physiological rhythms. 
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Complément de discussion : Effet à long terme de l’application de 
mélatonine exogène sur la sécrétion de mélatonine endogène. 

L’augmentation de l’amplitude du pic de sécrétion de mélatonine induite par 

l’application de mélatonine exogène à la transition jour/nuit est un phénomène durable. Ceci 

traduit une modification tout aussi durable de la neurotransmission des SCN contrôlant la 

sécrétion de mélatonine. La libération nocturne de glutamate est certainement impliquée dans 

la mesure où cette libération est à l’origine de l’établissement du pic de sécrétion de 

mélatonine par la glande pinéale (Perreau-Lenz et al., 2004). Comme pour n’importe quelle 

autre neurotransmission, celle du glutamate est dépendante de l’activité électrique des 

neurones qui le libèrent. Par conséquent, l’activité électrique d’au moins une partie des 

neurones des SCN doit aussi être modifiée par l’application de mélatonine exogène et ceci à 

long terme puisque la sécrétion de mélatonine endogène est affectée durablement. En effet, la 

mélatonine diminue non seulement l’activité électrique dans les SCN (Stehle et al., 1989), 

mais a aussi un effet inhibiteur sur l’induction de la potentialisation à long terme (LTP) dans 

les SCN (Fukunaga et al., 2002), cette induction résultant de la stimulation du nerf optique 

(Nishikawa et al., 1995; Nisikawa et al., 1998; Nisikawa et al., 2002). Cet effet inhibiteur de 

la mélatonine pourrait expliquer les conséquences à long terme de l’application de mélatonine 

exogène sur sa propre sécrétion par la glande pinéale. 
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2. Le rythme de sécrétion de la corticostérone varie en 
fonction de la photopériode 

2.1. Chez le rat 

Les effets différentiels de l’application de mélatonine exogène à la transition 

jour/nuit nous ont permis de mettre en évidence que l’horloge était subdivisée, non seulement 

morphologiquement, mais, aussi du point de vue fonctionnel. Cette injection de mélatonine 

avait pour but d’affecter l’horloge, mais une telle injection ne reflète en rien une situation 

physiologique normale observée dans des conditions naturelles. En effet, la mélatonine n’est 

pas sécrétée à ce créneau horaire, et par ailleurs les concentrations circulantes n’atteignent 

jamais des taux aussi élevés. Néanmoins il existe des facteurs environnementaux capables de 

modifier le fonctionnement de l’horloge, c’est le cas de la durée relative du jour et de la nuit 

(photopériode). Si l’horloge circadienne est entraînée par la lumière (voir § A.1.4.1), elle est 

aussi affectée par la durée relative de cette dernière dans la journée. La durée de la 

photopériode est le facteur essentiel de l’information saisonnière pour la plupart des espèces. 

Contrairement à l’administration de mélatonine exogène, la durée de la photopériode affecte 

l’expression des gènes horloge dans les SCN, laissant ainsi entrevoir la possibilité d’un effet 

global sur l’horloge. Afin de tester cette hypothèse nous avons choisi de suivre l’évolution de 

plusieurs sorties de l’horloge dans trois conditions photopériodiques. 
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Abstract 

In mammals, the master circadian clock located in the hypothalamic suprachiasmatic 

nuclei (SCN) presents sustained autonomous oscillations and controls several rhythms 

throughout the organism. The well known consequence of such an integration is that the 

duration of the pineal melatonin secretion increases with the night duration. In addition, the 

appearance of this nocturnal peak occurs later when the night is longer. An important element 

in the understanding of the organisation of the seasonnal timing system is to know whether 

other clock outputs are affected by the photoperiod regimen in the same manner as melatonin 

secretion is. Thus, in the present study, we simultaneously followed the profiles of three clock 

outputs (melatonin and corticosterone secretions, and locomotor activity) in rats placed in 

three photoperiodic conditions : 16 hours light / 8 hours dark (LD 16:8), LD 12:12 and LD 

8:16. It appears that the peak of each variable studied here occurred later when the duration of 

the night increased. The delays observed on the peak onsets were similar for the three clock 

outputs. For the first time, we showed off that the corticosterone secretion can be considered 

as a photoperiod-dependent endocrine clock output. In addition, the fact that the three clock 

outputs studied here were similarly affected by the photoperiod duration suggests that the 

clock is globally affected, at the physiological level, by the photoperiodic conditions, despite 

its heterogenous structure. 
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Introduction 

In mammals, the central biological clock located in the suprachiasmatic nuclei of the 

hypothalamus (SCN; Stephan & Zucker, 1972) presents sustained autonomous oscillations. 

The SCN oscillations are generated by the expression of several clock genes, their proteins 

interacting together to form two feedback loops, a positive one (implicating CLOCK and 

BMAL 1) and a negative one (implicating PER1,2,3 and CRY1,2) (see Reppert & Weaver, 

2002, for a review). This circadian clock oscillates with an endogenous period of around 24 

hours, but the SCN require exogenous inputs in order to be synchronized to the environment, 

the most efficient synchronizer (or Zeitgeber) being the light/dark cycle. The SCN control the 

daily rhythms of behavioural activities such as sleep-wakefulness cycle and locomotor 

activitiy, as well as those of several physiological functions, including body temperature and 

hormone production (Buijs & Kalsbeek, 2001). Particularly, the SCN control the nocturnal 

pineal melatonin secretion (Moore & Klein, 1974) via the sympathetic system 

(Tecclemariam-Mesbah et al., 1999). This rhythmic secretion represents a robust marker of 

the circadian clock activity. 

The photoperiod variations, which indicate the seasonal time changes, are integrated 

by the SCN. This integration is revealed at several levels, and therefore at the molecular level 

since recent studies showed that the clock genes expression was affected by the photoperiod 

(Messager et al., 1999; 2000; Nuesslein-Hildesheim et al., 2000; Steinlechner et al., 2002; 

Tournier et al., 2003). For example, in the Syrian hamster, the duration of the mRNA 

expression peaks of Per1, Per2, Per3 and Cry2 decreases with the increase of the duration of 

the night (Tournier et al., 2003). In the same way, at the electrophysiological level, the 

duration of the action potential peak in the SCN is increased in long photoperiod compared to 

short photoperiod (Mrugala et al., 2000). The integration of the photoperiodic information 

was found in the expression of at least one of the clock outputs: the pineal melatonin 

secretion. Indeed in rodents, the secretion profile of this endocrine secretion is known to be 

affected by the photoperiod, considering the duration of the peak (Illnerova et al., 1986) or the 

delay of its appearance after the dark onset (Ribelayga et al., 1999). Thus, melatonin secretion 

could be considered as a hormonal reflection of the clock activity distributing the daily and 

the photoperiodic information to the whole body. 
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The adrenal corticosterone which is another hormonal clock output could also be 

affected by the photoperiod. Thus, the SCN control melatonin and corticosterone secretions 

by nervous pathways (see Kalsbeek et al., 2002, for a review). The melatonin secretion is 

controlled via the sympathetic system (Tecclemariam-Mesbah et al., 1999). The 

corticosterone secretion is controlled by two ways: the hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) 

axis and the sympathetic system, this last nervous pathway modulates adrenal corticotrophin 

sensitivity (Jasper & Engeland, 1994; Sage et al., 2002). The locomotor activity rhythm is 

also under control of the clock but by means of a diffusible signal (Silver et al., 1996). 

In order to have a general view of the effect of the photoperiod duration on the 

clock, we simultaneously studied two endocrine outputs (melatonin and corticosterone 

secretion) and a behavioural output , the general locomotor activity. In the present study, we 

wanted to see in the rat the effect of the photoperiod integration by the clock at the 

physiological level by the analysis of the profiles of melatonin secretion, corticosterone 

secretion and locomotor activity in three photoperiodic conditions : 16 hours light/8 hours 

dark (LD 16:8), LD 12:12 and LD 8:16. The intrapineal microdialysis was chosen because it 

allows to measure those two secretion profiles, simultaneously in the same animal without 

handling it (Perreau-Lenz et al., 2003; Tritschler et al., 2005). The dialysates can be collected 

at one hour interval, during several days in the free moving animals. 

Material and methods 

Animals 

Male Wistar rats (n = 42) were purchased from Charles River (L’Arbresle, France). 

The animals were housed in a temperature-controlled room (21 ± 2 °C), they were divided in 

three groups. The group 1 was maintained in LD 12:12 (lights on from 7:00 until 19:00), the 

current photoperiodic condition. The group 2, submitted to a long photoperiod (LD 16:8, 

lights on from 3:00 until 19:00), and the group 3, submitted to a short photoperiod (LD 8:16 

lights on from 11:00 until 19:00), were housed in these photoperiodic conditions for seven 

weeks before dialysis. For comparison between the three groups, we considered the dark onset 

as the reference time in each condition and it was defined as ZT12. In each photoperiodic 

condition, the animal groups were divided in two parts : 6 animals were used for 

microdialysis experiments, and 8 animals were used for locomotor activity analysis, and these 

studies were simultaneously conducted. Water and food were available ad libitum. All 
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experiments with animals were performed in accordance with “principles of laboratory animal 

care” (NIH pub N°86-23, revised in 1985) as well as with the French national laws. 

Surgery and dialysis 

For surgery, the animals were anaesthetized with tiletamine/zolazepam (20 mg/kg 

body weight, i.p.) and xylasine (15 mg/kg body weight, i.p.). Implantation of the 

microdialysis probe in the pineal gland was performed as previously described (Drijfhout et 

al., 1993; Barassin et al., 1999). After surgery, animals were allowed to recover for one week 

in an individual cage. The dialysis membrane was saponified cellulose ester (0.22 mm inside 

diameter, 0.27 mm outside diameter, 10 000 molecular mass cut off). During the experiment, 

the inlet of the probe was connected with polyethylene tubing (0.38 mm inside diameter, 

1.09 mm outside diameter) to a microinjection pump (PhD 2000, Harvard, Les Ulis, France) 

via a fluid swivel (375/22, Instech Laboratories, Plymouth Meeting, PA). The swivel was 

attached to a counterbalance beam allowing the animal to move freely. The probe was 

perfused with a Ringer’s solution at a flow rate of 3 µl/min. The outlet connection of the 

probe consisted in a polyethylene tubing (0.3 mm inside diameter, 0.7 mm outside diameter) 

connected to a 1.5 ml polypropylene microvial.  

Experimental procedure 

Dialysates were collected hourly for 24 consecutive hours, simultaneously in the 

three groups. In order to control the stability of the obtained corticosterone profile, three days 

after the first dialysis, the same animals were dialysated again for 24 hours. Sampled 

dialysates were stored at –20 °C until assayed by radioimmunoassay (RIA). At the end of the 

experiment, the rats were decapitated and the brain was removed in order to control the 

location of the probe. 

Radioimmunoassays (RIA) 

Melatonin concentration in dialysates was determined in duplicates of 25-µl samples 

by RIA using a specific rabbit antiserum (R19540 final dilution of 1/90 000) provided by 

INRA (Nouzilly, France) and [125I]-2-iodomelatonin. The limit of sensitivity of the assay was 

0.5 pg/tube. The direct melatonin assay was previously validated for dialysates (Barassin et 

al., 1999). Corticosterone concentration in dialysates was determined in duplicates of 25-µl 
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samples by using a commercially available [125I]-corticosterone RIA kit (MP Biomedicals 

Carson, CA, USA). The limit of sensitivity of the assay was 25 pg/ml, and the method was 

previously validated for dialysates (Perreau-Lenz et al., 2003). 

General activity measure 

Eight rats used under each photoperiodic condition were implanted intraperitoneally 

with Mini-Mitter telemetry devices (Mini Mitter Co., Sun River, OR), under a gazeous 

isoflurane anaesthesia. Afterwards, the animals were allowed to recover for one week after the 

surgery. General locomotor activity was then recorded every 10 min for 10 successive days 

(Dataquest III). In order to obtain the locomotor activity profiles, we used data obtained from 

the 6th to the 8th day of registration (Data shown on figure 4), these days corresponding to the 

days of microdialysis experiments for the other part of each group. 

Data analysis and statistics 

Data obtained for melatonin and corticosterone were expressed in pg/ml assayed in 

the dialysates. Data for general locomotor activity were expressed in arbitrary units. All of 

them were given as mean ± SEM of n values. 

Each pattern of daily variation was characterized by performing a non-linear 

regression with Sigma Plot (Jandel Scientific, Erkrath, Germany). As already described 

(Barassin et al., 1999), each profile was fitted with the following equation (logistic peak): y = 

y0 + yampl / {[(S1 + exp(φ1 – x)] [1 + exp(S2 (x- φ2))]}, where y is the nth data point, x the time 

point of the nth point, Yo the basal level, Yampl the amplitude of the nocturnal peak, φ1 the 

inflection point at the onset of the peak and φ2 the inflection point at the offset of the peak. 

The φ1 and φ2 are expressed in hours (ZT), where ZT12 corresponds to the dark onset in each 

condition. S1 and S2 represent the slopes of the increase and the decrease of the fitted peak, 

respectively. They were adjusted beforehand to obtain the best fit and the same values were 

used throughout, for melatonin profile S1 = 2.91 and S2 = 2.77, for corticosterone S1 = 0.60 

and S2 = 0.55 and for locomotor activity S1 = S2 = 3. In the following, φ1 and φ2 were used to  
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Figure 1 : Averaged profiles of melatonin concentrations in the pineal gland as a function of 
the Zeitgeber Time (ZT12: dark onset) in rats under LD 16:8 (A), LD 12:12 (B) and LD 8:16 
(C); n = 6 animals under each photoperiodic condition. Hormonal data are plotted as mean ± 
SEM and expressed in pg/ml in the dialysates. The striped bar represents the dark period for 
each photoperiodic condition. 
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characterize the timings of the onset and of the offset of the studied peaks, respectively. The 

duration of peaks was determined as the difference between φ1 and φ2. 

Comparisons between the conditions two by two (e.g. 16:8 vs 12:12) were 

performed with stepwise multiple regression analysis followed by ANCOVA. To this, 

common regression was first fitted to all data of the two groups to be compared, with a single 

value for all parameters (y0, yampl, φ1, φ2). Differences in φ1 and/or φ2 between the two groups 

were then tested by introducing either two distinct φ1 or two distinct φ2. The parameter giving 

the highest F-to enter was retained. The second parameter was then added and similarly tested 

with F-test. The level of statistical significance was set at 0.05 throughout. 

Results 

All the parameters obtained by the non-linear regression were pooled in the tables 1, 

2 and 3 for melatonin, corticosterone and general locomotor activity, respectively. 

Melatonin profiles 

As expected, the delay of the apparition of the melatonin peak increases with the 

night length (Fig. 1, Table 1). The difference in φ1 under LD 12:12 compared to LD 16:8 was 

not significant, but the increase of this delay is very important in LD 8:16 compared to 

LD 12:12 (Fig. 5A) and highly significant [F(1,186) = 75.82, p<0.001]. The delay of the 

decline of the peak increased also with the night length (Fig. 5B). This φ2 increase was 

regular and seemed to be proportional to the night duration. The φ2 was significantly different 

in LD 12:12 compared to LD 16:8, [F(1,137) = 16.71, p<0.001] as well as in LD 8:16 

compared to LD 12:12 [F(1,186) = 31.72, p<0.001]. For the duration of the peaks, a 

significant increase of the duration was observed under LD 12:12 compared to LD 16:8 

[F(1,138) = 14.38, p = 0.001], but a significant decrease was observed under LD 8:16 

compared to LD 12:12, [F(1,187) = 20.60, p<0.001] (Fig. 5C). 
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Figure 2 : Averaged profiles of corticosterone concentrations in the pineal gland as a function 
of Zeitgeber Time (ZT12: dark onset) in rats under LD 16:8 (A), LD 12:12 (B) and LD 8:16 
(C); n = 6 animals under each photoperiodic condition. Hormonal data are plotted as mean ± 
SEM and expressed in pg/ml detected in the dialysates. The striped bar represents the dark 
period for each photoperiodic condition. 
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Table 1 : Characteristics of melatonin secretion peak 

Photoperiod Onset φ1 (hours) Offset φ2 (hours) Peak Duration (hours)

LD 16 :8 14.37 ± 0.31 19.39 ± 0.32 5.01 ± 0.50 

LD 12 :12 16.61 ± 0.31 23.01 ± 0.37 6.39 ± 0.53 

LD 8 :16 22.01 ± 0.20 26.64 ± 0.18 4.63 ± 0.29 

 

Corticosterone profiles 

As for melatonin secretion, the delay of the appearance of the corticosterone peak 

increased with the night length (Fig. 2, Table 2). There was a difference in φ1 under LD 12:12 

compared to LD 16:8 [F(1,294) = 5.53, p = 0.019], but the increase of this delay was very 

important when LD 8:16 was compared to LD 12:12 (Fig. 5A) and highly significant 

[F(1,294) = 71.24, p<0.0001]. The delay of the decline of the peak increased also with the 

night length. This increase of the φ2 was regular and seemed to be proportional to the night 

duration (Fig. 5B). The φ2 are significantly different under LD 12:12 compared to LD 16:8, 

[F(1,294) = 23.48, p<0.001] as well as under LD 8:16 compared to LD 12:12 [F(1,294) = 

29.49, p<0.001]. For the duration of the peaks, a moderate significant increase of the duration 

was observed under LD 12:12 compared to LD 16:8 [F(1,295) = 22.80, p<0.001], but no 

increase was observed under LD 8:16 compared to LD 12:12 (Fig. 5C). 

 

Table 2 : Characteristics of corticosterone secretion peak 

Photoperiod Onset φ1 (hours) Offset φ2 (hours) Duration (hours) 

LD 16 :8 8.84 ± 0.70 15.40 ± 0.77 6.55 ± 1.39 

LD 12 :12 9.94 ± 0.56 18.06 ± 0.61 8.11 ± 1.09 

LD 8 :16 13.76 ± 0.72 22.46 ± 0.77 8.67 ± 1.36 
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Figure 3 : 
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Figure 3 : Representative profiles of general locomotor activity in rats under LD 16:8 (A), 
LD 12:12 (B) and LD 8:16 (C). Successive 24-h periods are double-plotted (48-h locomotor 
activity on a horizontal time scale). The striped bar represents the dark period for each 
photoperiodic condition. 
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Figure 4 : Averaged profiles of general locomotor activity as a function of Zeitgeber Time 
(ZT12: dark onset) in rats under LD 16:8 (A), LD 12:12 (B) and LD 8:16 (C); n = 8 animals 
under each photoperiodic condition. Data are plotted as mean ± SEM and expressed in 
arbitrary units. The striped bar represents the dark period for each photoperiodic condition. 
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General locomotor activity profiles 

The locomotor activity profiles showed a large peak during night time for all the 

photoperiods tested (see individual examples in Fig. 3), with a transient small peak observed 

at the light/dark transition under LD 12:12 as well as under LD 8:16 (Figs. 4B,C), these minor 

peaks were eliminated for the fitting of the data. As for the two other clock outputs, the delay 

of appearance of the general locomotor activity peak increased with the night length (Fig. 4). 

There was a significant difference between the φ1 under LD 12:12 compared to LD 16:8 

[F(1,371) = 18.47, p<0.001], as well as for LD 8:16 compared to LD 12:12 [F(1,363) = 79.92, 

p<0.001] (Fig. 5A). The delay of the decline of the peak increased also with the night length 

(Fig. 5B). This increase in φ2 was regular and seemed to be proportional to the night duration. 

The φ2 was significantly different under LD 12:12 compared to LD 16:8 [F(1,370) = 4.04, p = 

0.045] and under LD 8:16 compared to LD 12:12 [F(1,363) = 118.13, p<0.001]. For the 

duration of the peaks there was a significant increase in LD 12:12 compared to LD 16:8 

[F(1,370) = 4.04, p = 0.045], but a significant decrease observed in LD 8:16 compared to 

LD 12:12 [F(1,362) = 164.62, p<0.001] (Fig 5C). 

Table 3 : Characteristics of locomotor activity 

Activity peaks φ1 (hours) φ2 (hours) Duration (hours) 

LD 16 :8 11.42 ± 0.14 20.33 ± 0.15 8.92 ± 0.22 

LD 12 :12 13.44 ± 0.14 24.16 ± 0.17 10.69 ± 0.23 

LD 8 :16 18.11 ± 0.21 28.11 ± 0.21 9.99 ± 0.32 
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Figure 5 : Characteristics of melatonin, corticosterone and general locomotor activity 
rhythms in rats according to the night duration in the three photoperiodic conditions : A- 
Onset of the peak (φ1 ± SEM); B- offset of the peak (φ2 ± SEM); C- Peak duration (d ± 
SEM). Onset and offset values were given at a ZT time (h) and ZT12 in each experiment was 
given as the beginning of the night. 
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Discussion 

As we checked the hormonal profiles three days after our main microdialysis 

experiment we can certify that the two endocrine clock outputs were stable for several days in 

the same rat, as well as the general locomotor activity, under each photoperiodic condition 

(data not shown). 

No increase of the duration of the melatonin peak was observed in the short 

photoperiod LD 8:16 compared to a longer photoperiod, LD 12:12. This corroborates the 

results of Ribelayga et al., 1999, who obtained the same result in the same strain of rats. In 

contrast, Illnerova et al. showed in 1986 that the duration of the melatonin peak increased in 

LD 8:16 compared to LD 12:12. We must add that the rats used by Illnerova’s team were kept 

in the short photoperiod for only 3 weeks and thus the clock could have not been completely 

decompressed. Furthermore, the manipulation of the dark period duration in each 

photoperiodic condition was realised “around” a reference time and not “from” a reference 

time that we fixed at the light/dark transition . In our own conditions, where the animals were 

kept in the short photoperiod for 7 weeks, the clock must be completely decompressed. This 

period of 7 weeks was chosen because for the Syrian hamster, a photoperiodic rodent, this 

time is needed to integrate the short photoperiod and to have physiological repercussions 

(Pévet et al., 1986). Concerning the duration of the melatonin peak, it appears that it does not 

clearly reflect integration of the photoperiod, at least in LD 8:16. Whatever, the melatonin 

peaks appeared later when the duration of the night increased, and this parameter is very 

important to be considered. 

For the first time we showed in the present work, that the corticosterone secretion 

profiles are affected by the photoperiod in the same manner as for the melatonin secretion. 

Thus, the corticosterone secretion can also be considered as a photoperiodic endocrine clock 

output. This raises several questions: one of those concerns the possible targets of these 

photoperiod-induced changes in the body. These targets are supposed to be numerous, since a 

large number of tissues expressing glucocorticoid receptors (GR) are found in the brain as 

well as in the periphery (Mc Gimsey et al., 1991). The SCN distribute the timing message to 

other brain structures as well as to peripheral organs, most of them expressing rhythmically 

clock genes and have been called peripheral clocks (for a review, see Reppert & Weaver, 

2002). An important function of the circadian clock is to orchestrate the peripheral clocks 
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(Pando et al., 2002), notably by maintaining constant phase relations of the clock genes 

expression, between all these peripheral tissues. In this view, the clock by means of 

glucocorticoids could regulate the peripheral clock oscillations. Indeed, Balsalobre et al., 

2000 have reported that in vitro, the glucocorticoids could induce and shift the clock genes 

expression in peripheral clocks. Furthermore, in these peripheral clocks, clock genes have 

been shown to be differentially expressed when hamsters were placed in several 

photoperiodic conditions (Carr et al., 2004). Our results suggest that glucocorticoids can be 

considered as an important factor able to convey the photoperiodic information to these 

peripheral clocks. Other putative targets of the glucocorticoids are the central amygdala (CeA) 

and the oval nucleus of the bed nucleus of the stria terminalis (BNST-OV), since the 

glucocorticoids rhythm was shown to be the only factor inducing the rhythmicity in these two 

limbic structures (Amir et al., 2004 ; Lamont et al., 2005). In the same way, melatonin 

secretion rhythm is known to be the factor inducing clock genes rhythmicity in the pars 

tuberalis (Dardente et al., 2003 ; Lincoln et al., 2003; von Gall et al., 2005). The particular 

sensitivity of these two nuclei (BNST-OV and CeA) to corticosterone can be extended to a 

sensitivity to several cues such as stress and circadian variations, and our results suggest that 

they also can be sensitive to the photoperiodic corticosterone variations. Furthermore, it is 

known that these two limbic structures play a role in the control of emotion and have 

connections with other nuclei in the brain, like the nucleus of the solitary tract (NST). This 

suggests that they play a role in the homeostatic regulation by the integration of informations 

conveyed by the corticosterone secretion profile. Finally, the CeA and the BNST-OV must be 

considered as a relay in the pathways connecting the adrenal corticosterone secretion and its 

physiological targets. 

The SCN, master circadian clock, are an heterogeneous structure in regards to 

several points : the clock genes expression (Yamaguci et al., 2003), the electrical activity 

(Saeb-Parsy & Dyball, 2003) and the neuropeptides content (Harmar et al., 2003). SCN 

appear also functionnally subdivided, melatonin application inducing different effects in 

several outputs of the clock (Tritschler et al., in press). Despite its heterogenous structure with 

subdivisions, the variation of the photoperiod affects, in the same manner, three outputs of the 

clock (hormonal or behavioural) as shown in our study. This suggests that the photoperiod 

acts on the global mechanism of the clock, with the same repercussions on at least the three 

clock outputs studied. 
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This global effect on the clock according to the photoperiod regimen is in 

accordance with the results obtained at the molecular level, for the clock genes expression in 

different hamster species (Tournier el al., 2003; Messager et al., 1999; 2000; Nuesslein-

Hildesheim et al., 2000; Steinlechner et al., 2002) or in the rat (Sumova et al., 2003). The 

clock-controlled genes, such as Avp are also affected by photoperiodic variations (Sumova et 

al., 2004; Jac et al., 2000; Duncan et al., 1995). 

In conclusion, in the present work we studied, in several photoperiods, the profiles 

of locomotor activity, melatonin and corticosterone secretions. These three clock outputs were 

affected in the same way by the variation of the light duration. It seems that the photoperiod 

affects the circadian clock by a global mechanism, permitting the observed same changes in 

the studied clock outputs and certainly to all of them. 
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2.2. Chez l’Arvicanthis ansorgei 

Le rat, animal nocturne, présente un pic de corticostérone s’étendant de la transition 

jour/nuit aux heures de la première partie de la nuit dans une photopériode LD 12:12. Nous 

avons montré que la sécrétion de corticostérone, chez cet animal, était au même titre que la 

mélatonine, une sortie de l’horloge dépendante de la photopériode. De plus, les variations 

identiques observées sur différentes sorties de l’horloge (mélatonine, corticostérone et activité 

locomotrice générale) en réponse à chacune des trois conditions photopériodiques différentes 

ont montré que l’horloge était affectée de manière globale par la variation de la durée de la 

photopériode. L’Arvicanthis ansorgei, un autre modèle de rongeur, mais cette fois à activité 

diurne, présente deux pics de sécrétion de corticostérone au cours du nycthémère (Verhagen 

et al., 2003), ainsi qu’une activité locomotrice biphasique (Challet et al., 2002), en antiphase 

avec le pic de mélatonine qui est maintenu en période nocturne. Les expériences préliminaires 

menées au laboratoire montrent que, chez l’Arvicanthis, le contrôle circadien du rythme de 

corticostérone se ferait par des mécanismes différents que ceux décrits pour le rat, et 

différemment pour les 2 pics de sécrétion. Il était donc intéressant d’étudier chez cet animal 

l’effet de la photopériode sur cette sortie bimodale de l’horloge, à savoir si l’un ou l’autre des 

2 pics de corticostérone ou les deux dépendraient de la photopériode. Nous avons donc étudié 

l’effet de deux photopériodiques extrêmes, à savoir LD 16:8 (jours longs) et LD 8:16 (jours 

courts)sur les rythmes de sécrétion de la corticostérone et sur l’activité locomotrice de roue de 

cet animal, afin de mettre en évidence des variations induites de l’horloge. 

 91



Variations photopériodiques des rythmes de sécrétion de 
corticostérone et d’activité locomotrice chez l’Arvicanthis 
ansorgei. 
 

 

Introduction 

L’horloge circadienne principale située dans les noyaux suprachiasmatiques de 

l’hypothalamus (SCN) contrôle de nombreuses fonctions physiologiques dans l’organisme 

des Mammifères (Kalsbeek & Buijs, 2002). Pour que les animaux soient en phase avec leur 

environnement, il faut que l’horloge soit synchronisée par un certain nombre d’informations 

provenant de cet environnement (voir § A.1.4). Les caractéristiques de ce dernier ne sont pas 

stables, à l’exception de l’alternance jour/nuit liée à la rotation de la terre sur elle-même. 

L’alternace quotidienne de lumière/obscurité est un Zeitgeber (ou donneur de temps) très 

puissant, capable de synchroniser l’horloge circadienne à 24 heures. De même, liées à la 

rotation de la terre autour du soleil, les variations saisonnières de la durée relative du jour et 

de la nuit durant le nycthémère, ou photopériode, sont reproductibles d’une année à l’autre. La 

photopériode représente donc également un Zeitgeber très puissant à l’échelle annuelle et elle 

serait intégrée par les SCN. Ainsi, dans les SCN, la variation de la durée de la photopériode 

affecte l’expression des gènes horloge (Tournier et al., 2003; Messager et al., 1999; 2000; 

Nuesslein-Hildesheim et al., 2000; Steinlechner et al., 2002; Sumova et al., 2003), l’activité 

électrique des neurones (Mrugala et al.,2000) ou l’expression de l’AVP (Sumova et al., 2004, 

Jac et al. 2000, Duncan et al., 1995). Ces modifications au sein de l’horloge ont de 

nombreuses conséquences sur le plan physiologique et en particulier, sur la sécrétion de 

mélatonine par la glande pinéale qui varie en durée et en amplitude. Les variations 

saisonnières de la mélatonine constituent un message hormonal temporel qui va retentir sur la 

reproduction de nombreuses espèces dites saisonnières (le mouton, le hamster doré...) (Pévet 

et al., 1986 ; Malpaux et al., 2002) 

Nous avons montré chez le rat (voir chapitre précédent) que la sécrétion de 

corticostérone, autre sortie endocrine de l’horloge, est affectée par la photopériode, par une 

variation de la durée et du temps d’apparition de son pic de sécrétion. Chez cet animal, 

l’ensemble des sorties de l’horloge étudiées (mélatonine, corticostérone et activité 
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locomotrice) sont affectées de la même manière par la variation de la durée de la 

photopériode. Ces résultats obtenus chez un rongeur nocturne, sont-ils généralisables et 

surtout transposables chez des rongeurs diurnes ? Pour répondre à cette question, nous avons 

choisi comme rongeur diurne l’Arvicanthis ansorgei. Ce modèle a pour originalité de 

présenter 2 pics de sécrétion de corticostérone, ainsi qu’une activité locomotrice biphasique 

aux transition jour/nuit et nuit/jour, en antiphase avec le pic exclusivement nocturne de 

sécrétion de mélatonine. Dans cette étude, les profils de corticostérone et d’activité 

locomotrice de roue ont été déterminés chez des Arvicanthis ansorgei soumis à deux 

photopériodes, une photopériode longue ou jours longs (LD 16:8) et à une photopériode 

courte ou jours courts (LD 8:16). 
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Matériel et méthodes 

Animaux 

Des Arvicanthis ansorgei mâles, adultes (n = 13) provenant de notre propre élevage 

ont été utilisés. Les animaux en élevage sont maintenus en régime photopériodique de 12 h de 

lumière/12 h d’obscurité (LD 12 :12), dans des conditions de température contrôlée (21 ± 

2 °C), avec de l’eau et de la nourriture ad libitum. Avant l’expérimentation, les animaux ont 

été soumis à une photopériode courte (LD 8:16, n = 6) ou à une photopériode longue 

(LD 16:8, n = 7). Le début de la nuit, défini comme étant ZT12, a été fixé à 19 heures pour les 

deux groupes d’animaux. L’expérimentation, consistant à mesurer les profils de sécrétion de 

corticostérone puis l’activité locomotrice de roue a débuté après une stabulation des 

Arvicanthis pendant 7 semaines dans ces conditions photopériodiques. 

Chirurgie et microdialyse 

L’intervention chirurgicale a été effectuée au cours de la sixième semaine après le 

placement des animaux dans leurs photopériodes respectives. Les animaux, sous anesthésie 

gazeuse (3 % forène), ont été implantés avec une sonde de microdialyse transversale dans la 

région de la glande pinéale comme décrit précédemment (Drijfhout et al., en 1993, Barassin et 

al., 1999). La technique de microdialyse a été validée (Perreau-Lenz et al., 2003, Verhagen et 

al., 2003) pour permettre de mesurer la concentration extracellulaire des glucocorticoïdes qui 

donne une bonne représentation des concentrations circulantes. Les animaux ont ensuite été 

dialysés pendant 24 heures au cours des septième et huitième semaines. Pendant 

l’expérimentation, l’entrée de la sonde a été connectée, par un cathéter en polyéthylène 

(0.38 mm Di, 1.09 mm De), à une pompe de micro-injection (PhD 2000, Harvard, Les Ulis, 

France) via l’intermédiaire d’un joint tournant (375/22, Instech Laboratories, Plymouth 

Meeting, PA). Ce joint est fixé à un contre-poids permettant à l’animal d’être parfaitement 

libre de ses mouvements. La sonde est perfusée avec une solution de Ringer à un débit 

constant de 2 µl/min. La sortie de la sonde est connectée à un cathéter de polyéthylène 

(0.3 mm Di, 0.7 mm De) aboutissant à un tube Ependorf de 1.5 ml servant à la collecte des 

dialysats. 
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Procédures expérimentales 

Les dialysats ont été collectés toutes les heures pendant 24 heures consécutives, 

simultanément pour les deux groupes. Pour augmenter le nombre d’observations ainsi que 

pour vérifier la stabilité des rythmes obtenus, les dialyses ont été effectuées au cours de la 

septième et de la huitième semaine, après le début des conditionnements photopériodiques 

respectifs. Les dialysats ainsi récoltés, ont été stockés à –20 °C jusqu’à leur dosage 

radioimmunologique (RIA). 

Dosage RIA 

Les concentrations en corticostérone dans les dialysats ont été déterminées par 

doublets de 25 µl par RIA, en utilisant un kit commercial qui utilise de la corticostérone 

marquée à l’iode125 (ICN Biomedical Carson, CA, USA). La limite de sensibilité de ce dosage 

est de 25 pg/ml. Cette méthode a été précédemment validée pour le dosage dans les dialysats 

intracérébraux (Perreau-Lenz et al., 2003). Mesure de l’activité locomotrice 

Mesure de l’activité locomotrice 

Après la deuxième dialyse, les animaux des deux groupes ont été placés dans des 

cages équipées d’une roue. Le nombre de tours de roue est enregistré et permet d’obtenir les 

profils d’activité des Arvicanthis soumis à une photopériode courte et à une photopériode 

longue. 
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Figure 1 : Schéma du modèle mathématique utilisé pour modéliser les deux pics des profils 

de sécrétion de corticostérone et d’activité locomotrice avec la représentation des points 

d’inflexion (φ1, φ2, φ3 et φ4).  
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Analyse des données 

Pour l’analyse et la mise en forme des données obtenues pour les profils des 

paramètres étudiés (la corticostérone et l’activité locomotrice), le modèle de régression non 

linéaire suivant a été utilisé :  

Y = y0+((yampl/((1+exp(S1*(φ1-x)))*(1+exp(S2*(x-φ2))))))+ 

((yampl2/((1+exp(S3*(φ3-x)))*(1+exp(S4*(x- φ4)))))) 

où y est le nème point des données ; x, le temps du nème point ; y0, le niveau basal, et yampl, 

l’amplitude du premier pic et yampl2, l’amplitude du second pic ; φ1 est défini comme étant le 

temps auquel 50 % de l’augmentation du premier pic est atteinte. De même, φ2 est défini 

comme étant le temps auquel 50 % de la descente du ce pic est atteinte. S1 et S2 sont 

respectivement les pentes de la montée et de la descente du premier pic. φ 3 est défini comme 

étant le temps auquel 50 % de l’augmentation du second pic est atteinte. φ 4 est défini comme 

étant le temps auquel 50 % de la descente du ce pic est atteinte. De même que S3 et S4 sont 

respectivement les pentes de la montée et de la descente du second pic (Fig. 1). Ces pentes ont 

été ajustées de façon à obtenir le meilleur coefficient de corrélation possible entre la 

régression et les valeurs expérimentales obtenues. Les valeurs des pentes utilisées sont 

consignées dans le Tableau 1. 

Tableau 1 : Valeurs des pentes utilisées pour la modélisation des profils de corticostérone et 

d’activité locomotrice chez l’Arvicanthis. 

 Premier pic Second pic 

 S1 (montée) S2 (descente) S3 (montée) S4 (descente) 

Corticostérone 1,8 2 3 3 

Activité de roue 1,5 3 2,5 1,8 
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Figure 2 : Profils de sécrétion de corticostérone obtenus dans les dialysats (A) et profils 

d’activité locomotrice (B) chez l’Arvicanthis soumis à une photopériode longue (LD 16:8). La 

barre hachurée représente la nuit et le trait pointillé montre que le second pic de sécrétion de 

corticostérone anticipe le second pic d’activité locomotrice. 

 

 98



Résultats 

La sécrétion de corticostérone ainsi que les profils d’activité locomotrice sont 

bimodaux en photopériode longue (Fig. 2 A, B) comme en photopériode courte (Fig. 3 A,B). 

Pour les deux sorties de l’horloge, deux pics sont observés : l’un à la transition jour/nuit 

(1er pic) et l’autre à la transition nuit/jour (2ème pic). Les caractéristiques de ces pics (φ1, φ2, 

φ3 et φ4) sont récapitulés, pour la corticostérone et l’activité locomotrice, dans les tableaux 2 

et 3, respectivement. 

Tableau 2 : Temps de montée et de descente du premier pic (φ1 et φ2) et du deuxième pic 

(φ3 et φ4) de corticostérone, exprimés en h ± SEM dans les deux photopériodes. Les 

différences significatives entre les deux photopériodes sont indiqués à p<0.05. 

Corticostérone LD 16:8 LD 8:16 t p 

φ1 6,43 ± 0,45 10,63 ± 0,53 7,92 <0,05 

φ2 12,41 ± 0,45 15,28 ± 0,48 5,98 <0,05 

φ3 18,55 ± 0,26 24,53 ± 0,36 16,61 <0,05 

φ4 21,02 ± 0,32 26,72 ± 0,40 14,25 <0,05 

 

Tableau 3 : Temps de montée et de descente du premier pic (φ1 et φ2) et du deuxième pic 

(φ3 et φ4) de l’activité locomotrice de roue, exprimés en h ± SEM dans les deux 

photopériodes. Les différences significatives entre les deux photopériodes sont indiqués à 

p<0.05. 

Activité  LD 16:8 LD 8:16 t  p 

φ1 10,84 ± 0,09 11,25 ± 0,59 0,69 NS 

φ2 11,95 ± 0,08 13,50 ± 0,49 3,16 <0,05 

φ3 20,24 ± 0,08 26,58 ± 0,24 26,41 <0,05 

φ4 21,29 ± 0,87 28,83 ± 0,34 8,67 <0,05 
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Figure 3 : Profils de sécrétion de corticostérone obtenus dans les dialysats (A) et profils 

d’activité locomotrice (B) chez l’Arvicanthis soumis à une photopériode courte (LD 8:16). La 

barre hachurée représente la nuit et le trait pointillé montre que le second pic de sécrétion de 

corticostérone anticipe le second pic d’activité locomotrice. La barre hachurée représente la 

nuit. 
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Le pic de sécrétion de corticostérone situé à la transition nuit/jour (2ème pic) anticipe 

le pic d’activité quelle que soit la photopériode. Cette anticipation estimée en soustrayant la 

valeur de φ3 obtenue pour la corticostérone à celle obtenue pour l’activité locomotrice est de 

1,69 h en photopériode courte et de 2,05 h en photopériode longue. Par contre, ce phénomène 

d’anticipation, également observé lors de la transition jour/nuit (1er pic) en condition de 

photopériode longue, disparaît en photopériode courte. 

Pour chacune des variables étudiées (corticostérone ou activité), la durée qui sépare 

les pics observés à la transition jour/nuit (1er pic) et à la transition nuit/jour (2ème pic) peut être 

quantifiée en faisant la différence entre φ 4 et φ2 (Fig. 4 E) ou entre φ3 et φ2 (Fig. 4 F). Ce 

décalage temporel entre les 2 pics est augmenté en photopériode courte par rapport à celui 

observé en photopériode longue. Malgré cet écartement, les deux pics d’activité locomotrice 

de roue sont principalement présents la nuit (63 % de l’activité totale) en photopériode courte, 

tandis que l’activité des animaux reste majoritairement diurne en photopériode longue (97 % 

de l’activité totale). 

La durée du pic de sécrétion de corticostérone situé à la transition jour/nuit (φ2 – φ1) 

augmente avec la durée du jour si on compare la photopériode courte à la photopériode longue 

(4,61 ± 0.81 vs 5,98 ± 0.69 h). 

La durée de la photopériode affecte de façon homogène et équivalente les 

paramètres φ2, φ3 et φ4, dont leurs valeurs augmentent avec la durée de la nuit (Figs. 4B, 4C, 

4D). En comparant les deux sorties de l’horloge, l’évolution de ces paramètres est similaire et 

tend même à être parallèle. 
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re 4 : Représentation de l’évolution des points d’inflexion des profils de sécrétion de 

icostérone et d’activité locomotrice lors du passage de la photopériode longue à la 

topériode courte; φ1, φ2, φ3 et φ4 étant représentés respectivement en A, B, C et D. En E et 

 sont représentées respectivement les différences entre φ4 et φ2, et entre φ3 et φ2. 
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Discussion 

Chez l’Arvicanthis, les profils de sécrétion de corticostérone sont bimodaux en 

photopériode courte ainsi qu’en photopériode longue, comme cela a été décrit pour la 

photopériode LD12 :12 (Verhagen et al., 2003). Il en est de même pour les profils d’activité 

locomotrice de roue qui sont bimodaux dans les deux photopériodes étudiées. Les 

caractéristiques de ces deux pics d’activité évoluent en fonction de la photopériode, les 

animaux ayant une activité locomotrice diurne proportionnelle à l’augmentation de la durée 

du jour. En effet, si l’activité des animaux a lieu exclusivement de jour en photopériode 

longue (97%), elle a lieu majoritairement de nuit en photopériode courte (63%). Cette 

observation corrobore d’ailleurs des résultats déjà obtenus chez cette espèce (Challet et al., 

2002). 

La durée séparant les deux pics (aussi bien d’activité de roue que de sécrétion de 

corticostérone) augmente avec la durée de la nuit, ce qui se traduit par des décalages de phase 

des deux pics, en prenant la transition jour/nuit comme référence temporelle. L’ augmentation 

de la durée séparant les pics traduit le fait que la photopériode est intégrée et retentit sur ces 

deux sorties de l’horloge. L’augmentation de la durée de la photopériode se traduit également 

par une augmentation de la durée du premier pic de corticostérone situé autour de la transition 

jour/nuit. Cette augmentation n’est pas corrélée avec le profil d’activité locomotrice mesurée 

dans la roue, dont la durée du pic ne semble pas être affectée. Il conviendrait de mesurer 

l’activité locomotrice générale qui serait un bien meilleur marqueur physiologique de 

l’activité de l’animal (Challet et al., 2002). Ces variations de la sécrétion de corticostérone 

représentent une sortie saisonnière de l’horloge au même titre que la sécrétion de mélatonine 

(Garidou-Boof et al., 2005). 

Dans les deux photopériodes utilisées pour cette étude, le pic d’activité locomotrice 

situé à la transition nuit/jour est précédé par le pic de sécrétion de corticostérone situé à cette 

même transition. Une telle anticipation est caractéristique des espèces diurnes (Weibel et al.,, 

1995). Par contre, une anticipation est plus difficile à mettre en évidence pour les pics de 

corticostérone et d’activité locomotrice à la transition jour/nuit. En photopériode courte, il 

semble même que ces pics coïncident. L’analyse de l’activité locomotrice générale, ainsi 

qu’une analyse temporelle plus fine de la relation de phase entre les deux pics serait 
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nécessaire, par un échantillonnage plus fréquent. Ces nouvelles données apporteront 

certainement des éléments supplémentaires dans l’analyse de ce phénomène. 

L’anticipation du pic d’activité par le pic de corticostérone à la transition nuit/jour, 

et l’anticipation moins nette pour la transition jour/nuit, n’empêche pas pour autant l’horloge 

circadienne d’affecter les deux pics des deux sorties considérées dans ce travail. La variation 

photopériodique des points d’inflexion des différents pics étant globalement homogène et 

quasiment parallèle. Ceci montre que la variation de la photopériode est intégrée de façon 

globale par l’horloge circadienne de l’Arvicanthis, d’une manière équivalente à celle décrite 

chez le rat (voir chapitre précédent). Ainsi l’information photopériodique intégrée 

globalement par les SCN serait distribuée par ceux-ci par ses différentes sorties, dont les 

caractéristiques varieraient de façon équivalente avec les conditions photopériodiques. Ces 

données sont également complétées par l’analyse des profils de sécrétion de mélatonine chez 

cette espèce, dont la sécrétion nocturne débute au même moment quelle que soit la 

photopériode en utilisant la transition jour/nuit comme point de référence temporel. Comme 

pour les autres sorties de l’horloge le pic de mélatonine se termine de plus en plus tard lorsque 

la durée de la nuit augmente (Garidou-Boof et al., 2005), ce qui est un argument 

supplémentaire encore en faveur d’une intégration globale de la photopériode par l’horloge 

circadienne, avec un retentissement similaire pour toutes ses sorties. 

Les conséquences physiologiques induites par un changement de photopériode chez 

l’Arvicanthis sont du même ordre que celles obtenues chez le rat. Dans la mesure où les SCN 

de l’Arvicanthis présentent des profils d’expression des gènes horloge similaires à ceux 

observés chez des rongeurs nocturnes (Caldelas et al., 2003), il est fort probable que 

l’expression des gènes horloge est affectée par la variation de la photopériode dans les SCN 

chez les animaux diurnes au même titre que chez les animaux nocturnes (Tournier el al., 2003 

; Messager et al., 1999; 2000; Nuesslein-Hildesheim et al., 2000; Steinlechner et al., 2002; 

Sumova et al., 2003). Cette démonstration moléculaire reste cependant à faire. 

En résumé, chez l’Arvicanthis, la sécrétion de corticostérone est une sortie endocrine 

saisonnière de l’horloge au même titre que la sécrétion de mélatonine. L’analyse de plusieurs 

sorties de l’horloge a également montré que l’horloge intègre de façon globale les 

informations photopériodiques, ce qui retentit uniformément sur plusieurs de ses sorties. 
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E. Discussion générale 

1. Administration de mélatonine et photopériode : deux 
stimuli avec des effets différents sur l’horloge 

Nous avons testé l’influence de deux stimuli différents sur l’horloge, l’application de 

mélatonine exogène à ZT12 et le changement de photopériode, en étudiant plusieurs sorties de 

cette horloge. A priori, il était tout à fait envisageable que des facteurs aussi différents 

puissent avoir des effets différents sur l’horloge circadienne et donc sur les caractéristiques de 

ses sorties utilisées comme index du fonctionnement de cette horloge. D’une part, 

l’application de mélatonine exogène, agit sur l’horloge (Bothorel et al., 2002), en affectant à 

long terme la sécrétion de mélatonine endogène sans pour autant retentir sur la sécrétion de 

corticostérone. D’autre part, des photopériodes différentes affectent l’horloge d’une manière 

plus globale, se traduisant par des variations équivalentes (mêmes décalages de phase) sur 

plusieurs de ses sorties (sécrétion de mélatonine, sécrétion de corticostérone, activité 

locomotrice). 

Les effets différentiels de ces deux stimuli, observés sur les sorties de l’horloge, sont 

liés aux caractéristiques de la stimulation. Dans le cas de la photopériode, plusieurs facteurs 

sont certainement en jeu, à savoir la durée de la stimulation et sa puissance. En effet, la 

photopériode est perçue par les animaux durant plusieurs semaines et en outre, la lumière, 

constitue le Zeitgeber le plus puissant de l’environnement agissant sur l’horloge (voir 

§A.1.4.). Par contre, la durée de l’injection de mélatonine (à ZT12) est ponctuelle et, par 

ailleurs, la mélatonine est considérée comme un Zeitgeber non-photique. Cette différence de 

puissance des deux stimuli utilisés est aussi visible d’un point de vue moléculaire. En effet, 

même un simple créneau lumineux ponctuel appliqué durant la nuit (ou la nuit subjective), 

résulte en une induction forte et immédiate de la transcription des gènes Per1 (Shigeyoshi et 

al., 1997), Per2 (Sherman et al., 1997) et Dec1 (Honma et al., 2002). Par contre, l’application 

de mélatonine à ZT12 n’a qu’un effet plus restreint et plus tardif sur la transcription des gènes 

horloge : seule une avance de phase de Rev-erbα ayant été observée le jour suivant l’injection 

(Agez et al., communication personnelle). 
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2. La sécrétion de corticostérone : une sortie 
saisonnière de l’horloge 

Nous avons montré, pour la première fois, que les caractéristiques (durée et phase) 

de la sécrétion de corticostérone variaient avec la durée de la photopériode, faisant ainsi de 

cette sortie endocrine de l’horloge, une sortie photopériodique au même titre que la sécrétion 

de mélatonine. Ces deux hormones présentent apparemment des différences quant au contrôle 

de grandes fonctions physiologiques. Pour la mélatonine, les variations saisonnières ont un 

rôle connu : le contrôle de la reproduction chez les espèces saisonnières. Par contre, le rôle 

joué par les variations photopériodiques des glucocorticoïdes est moins connu, si ce n’est dans 

l’adaptation de l’animal à son environnement (exemple, éveil printanier). On peut aussi 

penser que le système immunitaire peut être dépendant de telles variations dans la mesure où 

il existe une relation étroite entre ce système et les glucocorticoïdes. Par exemple, il existe une 

variation nycthémérale du rapport des lymphocytes Th1 et Th2 (Franchimont, 2004) qui est 

directement dépendante du rythme de sécrétion des glucocorticoïdes. Si ce ratio réagit si 

promptement à ce rythme circadien, il est fort probable qu’il réponde aussi aux variations 

photopériodiques de la sécrétion de ces mêmes glucocorticoïdes. Une autre cible prometteuse 

pourrait être la relation qui existe entre les glucocorticoïdes et le taux plasmatique de glucose ; 

en effet, même si le foie et le pancréas contribuent largement à l’établissement du rythme de 

glucose dans le sang, on ne peut pas négliger le rôle hyperglycémiant des glucocorticoïdes qui 

doivent eux aussi participer à l’établissement de ce rythme. 

Dans l’organisation même des systèmes circadien et saisonnier, les glucocorticoïdes 

sont de bons candidats pour être utilisés par l’horloge dans la distribution de l’information 

photopériodique aux oscillateurs périphériques. Ces derniers présentent des variations 

saisonnières de l’expression des gènes horloge (Carr et al., 2003) et ils répondent à 

l’application de glucorticoïdes par des décalages de phase (Balsalobre et al., 2000). Dans des 

conditions physiologiques, il semble que l’expression des gènes horloge dans certains organes 

périphériques soit sous le contrôle des SCN par l’intermédiaire de facteurs humoraux (Guo et 

al., 2005). Le cas du foie, riche en récepteurs pour les glucocorticoïdes, constitue une cible 

potentielle de l’horloge particulièrement intéressante pour étudier les effets des variations 

saisonnières de la sécrétion de glucocorticoïdes sur l’expression des gènes horloge. Il convient 

de mentionner aussi que les glucocorticoïdes sont connus pour agir directement dans le foie 

en y favorisant la néoglucogénèse. 
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Par ailleurs, il existe au sein même du système nerveux central, une structure très 

intéressante qui est l’amygdale centrale (CeA). Cette structure limbique présente un rythme 

d’expression des gènes horloge, dans des conditions physiologiques stables. A la suite d’une 

surrénalectomie pratiquée chez le rat, le rythme d’expression d’au moins un des gènes horloge 

(Per2) est aboli (Lamont et al., 2005). Ainsi, la relation de dépendance liant cette structure 

amygdalienne à la sécrétion des glucocorticoïdes peut être mise en parallèle avec le lien qui 

existe entre la sécrétion de mélatonine et l’induction du rythmes des gènes horloge dans la 

pars tubéralis (Dardente et al.,2003 ; Lincoln et al.,2003). 

Il apparaît donc nécessaire de prendre en compte les glucocorticoïdes, non 

seulement comme messager du stress, mais aussi comme un messager à la fois circadien et 

photopériodique, ayant des fonctions essentielles dans le maintien de l’homéostasie. Ils 

joueraient un rôle important dans l’adaptation à un changement d’environnement et donc dans 

la survie des animaux. 
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Figure 10 : Proposition d’un modèle d’organisation de l’horloge suivant les deux ensembles 

décrits au § E.3. 
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3. L’horloge : une nouvelle vision de son organisation 
fonctionnelle 

L’étude des effets de l’application de mélatonine exogène à ZT12 a mis en évidence 

la subdivision fonctionnelle de l’horloge circadienne. Une telle subdivision rend compte de la 

complexité de l’organisation des SCN. En effet, ces noyaux ont été subdivisés 

morphologiquement, en relation avec la détection de certains neuropeptides : l’AVP est 

exprimé dans la partie dorso-médiane et le VIP dans la partie ventro-latérale (Abrahamson & 

Moore, 2001). Cette subdivision anatomique ne reflète pourtant pas une homogénéïté de ces 

noyaux. D’un point de vue électrophysiologique, certains neurones épars présentent leur pic 

de potentiels d’action durant la nuit (Schaap et al., 2003 ; Saeb-Parsy & Dyball, 2003), ce qui 

n’est pas le cas pour la majorité des autres neurones. Sur le plan moléculaire, certains 

neurones des SCN sont en antiphase pour l’expression des gènes horloge par rapport à la 

plupart des autres neurones, (Yamaguchi et al., 2003). Les SCN représentent donc une 

structure hétérogène dont l’organisation est certainement plus complexe que celle qui leur est 

généralement attribuée avec la classique subdivision dorso-médiane/ventro-latérale. Ce niveau 

de complexité nous amène à considérer les SCN comme une structure très organisée, capable 

de contrôler très finement et indépendamment ses différentes sorties. Ce contrôle indépendant 

des sorties de l’horloge doit être cependant compatible avec la distribution générale du 

message circadien à l’ensemble de l’organisme. Une telle organisation suppose l’existence de 

deux ensembles au sein même de l’horloge. Un premier ensemble serait le mécanisme central 

de l’horloge oscillant de façon circadienne et synchronisable par l’environnement extérieur. Il 

serait constitué d’un réseau de neurones probablement liés entre eux et répartis dans 

l’ensemble des SCN. Cette répartition diffuse est étayée par le fait que des lésions partielles 

des SCN ne suppriment pas le rythme d’activité locomotrice (Pickard & Turek, 1985); de 

plus, seule l’intégrité de quelques cellules permet le maintien d’une organisation rythmique 

des animaux (Harrington et al., 1993). Ce réseau central distribuerait l’information 

circadienne à un deuxième ensemble de neurones, lui-même constitué de différents sous-

ensembles capables de gouverner indépendamment les différentes sorties de l’horloge. 

Comme pour le premier ensemble, ce deuxième ensemble pourrait être dispersé dans 

l’ensemble des SCN sans pour autant respecter les subdivisions traditionnellement attribuées 

à ces noyaux. Dans ce modèle, il ne faut cependant pas exclure la possibilité pour certains 

neurones, d’être impliqués à la fois dans le premier et le deuxième ensemble. 

 112



Si l’on utilise ce modèle pour interpréter les résultats que nous avons obtenus, en ce 

qui concerne l’injection ponctuelle de mélatonine à ZT12, nous pouvons en déduire qu’elle 

affecterait en premier lieu un (ou des) élément(s) du second ensemble, alors qu’elle n’aurait 

(peu ou pas) d’effet sur le premier ensemble. L’effet sur le second ensemble, engendrerait des 

modifications de l’amplitude de la sécrétion de mélatonine endogène sans pour autant affecter 

le profil de sécrétion de corticostérone. Ainsi, la sécrétion de corticostérone serait sous le 

contrôle d’un élément du second ensemble insensible à l’application de la mélatonine. Il a 

cependant été montré qu’une telle application de mélatonine, répétée quotidiennement, est 

capable de synchroniser des animaux placés en DD (Pitrosky et al., 1999). Ces résultats 

montreraient que ce mode d’application de la mélatonine est aussi capable d’agir sur le 

premier ensemble de l’horloge, soit de façon directe, soit de façon indirecte, via une 

projection de neurones du second ensemble sur des neurones du premier ensemble. En ce qui 

concerne l’influence de photopériodes différentes, Nous pouvons considérer que dans ce cas, 

c’est le premier ensemble qui serait affecté, ce qui engendrerait des variations équivalentes 

(même décalages de phase) pour l’ensemble des sorties de l’horloge. Du point de vue 

expérimental, nous constatons que les caractéristiques de la sécrétion de mélatonine, de la 

sécrétion de corticostérone et de l’activité locomotrice varient dans le même sens lorsque la 

photopériode varie. De plus, ce phénomène peut être généralisé, au moins à deux espèces, 

dans la mesure où des résultats similaires ont été obtenus, aussi bien chez le rat, que chez 

l’Arvicanthis. 
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F. Perspectives 
Variations photopériodiques de l’activité générale chez 
l’Arvicanthis 

Techniquement les résultats concernant l’activité locomotrice chez l’Arvicanthis ont 

été obtenus grâce à l’enregistrement du nombre de tours de roue. Or chez cet animal, l’activité 

de roue ne reflète pas exactement l’activité locomotrice générale (Challet et al., 2002). Pour 

compléter et finaliser ce travail chez l’Arvicanthis, il sera nécessaire d’étudier en parallèle son 

activité générale et le profil de sécrétion de corticostérone, lorsque cet animal est soumis aux 

différentes photopériodes. 

Effet de l’application ponctuelle de mélatonine (à ZT12) chez 
l’Arvicanthis 

L’application de mélatonine exogène à la transition jour/nuit induit une 

augmentation durable de l’amplitude de la sécrétion de cette hormone par la glande pinéale 

(Bothorel et al., 2002). Ce résultat, confirmé dans notre étude, chez le rat, a également été 

observé chez l’homme (Zaidan et al., 1994). Nous avons utilisé l’Arvicanthis comme second 

modèle pour tester l’effet de la photopériode, mais il serait intéressant de voir s’il existe une 

telle augmentation d’amplitude de la sécrétion de mélatonine en réponse à l’application de 

mélatonine exogène chez cette espèce. L’approche devra se faire par une autre technique que 

celle de microdialyse transpinéale, cette technique n’étant pas adaptée pour l’Arvicanthis dont 

la glande pinéale présente une anatomie particulière (glande plate et non compacte). 

Effet du changement de photopériode chez l’Arvicanthis sur 
l’expression des gènes horloge dans les SCN 

La variation de la durée de la photopériode affecte l’expression des gènes horloge 

dans les SCN de différentes espèces (Messager et al., 1999; 2000; Nuesslein-Hildesheim et 

al., 2000; Steinlechner et al., 2002; Tournier et al., 2003), mais cette étude n’a jamais été 

réalisée chez l’Arvicanthis. Il est probable que l’expression de ces gènes horloge soit affectée 

chez cette espèce, mais il convient de le démontrer. Une telle étude pourrait alors mettre en 

évidence ce qui différencie les espèces nocturnes des espèces diurnes, pour l’intégration de la 

photopériode par les SCN. 
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Genèse du rythme de sécrétion de corticostérone 

La sécrétion de mélatonine est contrôlée par les SCN en réponse à la combinaison de 

deux signaux, l’un inhibiteur qui est la libération diurne de GABA et l’autre excitateur qui est 

la libération nocturne de glutamate (Perreau-Lenz et al., 2004). De la même façon, la 

sécrétion de corticostérone est contrôlée par l’horloge grâce à un signal inhibiteur, la 

libération d’AVP et à un signal excitateur non encore identifié mais certainement libéré dans 

les PVN (Kalsbeek et al., 1996b). Les identifications de ce facteur et de son récepteur cible, 

seraient possibles grâce à l’application de différents agonistes et antagonistes dans les PVN, à 

différents moments de la journée et à l’étude ces effets sur la sécrétion de corticostérone. Les 

études préliminaires menées au laboratoire montrent que la nature des signaux contrôlant le 

rythme de sécrétion de corticostérone serait différente selon l’espèce considérée, en particulier 

lorsque nous comparons le rat et l’Arvicanthis. Ces deux espèces ont de plus des profils de 

sécrétion différents : sécrétion bimodale chez l’Arvicanthis. Il serait donc intéressant de 

continuer d’étudier le contrôle des rythmes de sécrétion de corticostérone chez ces deux 

espèces. 

Contrôle des variations photopériodiques des glucocorticoïdes par 
l’horloge 

Nous avons montré, chez l’Arvicanthis comme chez le rat, que la sécrétion de 

corticostérone variait (en phase et en durée) en fonction de la durée de la photopériode. Il est 

clair que l’horloge circadienne est à l’origine de ces variations, mais la question se pose à 

présent de savoir par quel moyen l’horloge « pilote » les variations photopériodiques de cette 

sécrétion. Il est connu que l’horloge contrôle la sécrétion de corticostérone par un message 

nerveux ( Kalsbeek et al., 1996b ; par l’AVP et un signal excitateur encore inconnu), mais il 

reste à démontrer si ces signaux peuvent varier en fonction de la photopériode. D’autre part, 

l’horloge pourrait aussi contrôler les variations photopériodiques de la sécrétion de 

corticostérone par une voie endocrine. Il est alors fort probable que l’hormone impliquée soit 

la mélatonine, dans la mesure où elle est connue pour véhiculer l’information photopériodique 

journalière et saisonnière (voir § A.2.5. et A.2.6.). Pour tester cette hypothèse, il serait 

nécessaire d’effectuer une pinéalectomie chez des animaux et de les placer ensuite soit en 

photopériode courte, soit en photopériode longue. Après une période d’adaptation à ces 

nouvelles photopériodes, il conviendrait d’étudier les profils de sécrétion de corticostérone en 

l’absence de sécrétion rythmique de mélatonine. Dans cette démarche visant à tester l’effet de 
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la sécrétion endogène de mélatonine sur la sécrétion de corticostérone, nous disposons d’ores 

et déjà d’un élément de réponse, en ce qui concerne l’augmentation d’amplitude de la 

sécrétion de mélatonine due à l’application de mélatonine exogène à ZT12 puisque cette 

dernière n’a eu aucun effet sur la sécrétion de corticostérone(voir § D.1.). Il reste donc à tester 

l’effet de la phase ou de la durée de cette sécrétion de mélatonine endogène sur la sécrétion de 

corticostérone. 

Rétroaction des glucocorticoïdes sur l’horloge 

Comme pour la perfusion journalière de mélatonine, il a été montré chez le rat 

maintenu en DD que l’administration quotidienne de glucocorticoïdes peut entraîner à une 

période de 24 heures, l’activité locomotrice qui était auparavant en libre cours (Horseman & 

Ehret, 1982). On peut en déduire que les glucocorticoïdes représentent pour l’horloge un réel 

Zeitgeber. Et pourtant, les SCN ne présentent que peu voire pas de récepteurs aux 

glucocorticoïdes (Fuxe et al., 1985 ; Ahima & Harlan, 1990 ; Cintra et al., 1994 ; Morimoto et 

al., 1996). Ce qui suppose l’existence d’un intermédiaire sensible aux glucocorticoïdes et 

capable de transmettre cette information aux SCN. Le système sérotoninergique pourrait être 

cet intermédiaire. En effet, il est fort probable que les glucocorticoïdes permettent 

l’établissement d’un rythme de libération de sérotonine dans les SCN, et ceci par l’induction 

d’un rythme de transcription de la tryptophane hydroxylase dans le noyau du raphé médian 

(Malek et al., communication personnelle). Ce noyau envoie des projections 

sérotoninergiques aux SCN. Par ailleurs, l’application d’un agoniste des récepteurs 5HT1A/7, 

le 8OH-DPAT (8-hydroxy-2-di-n-propylamino-tetraline) est capable d’entraîner des décalages 

de phase de l’activité locomotrice (Smale et al., 1990 ; Cutrera et al., 1994b). Pour tester notre 

hypothèse, il faudrait voir si des animaux ayant subi une lésion des afférences 

sérotoninergiques par application de 5,7-DHT dans les SCN, sont encore capables d’être 

entraînés à 24 heures, par l’infusion journalière de glucocorticoïdes. 

Conséquences des variations photopériodiques des glucocorticoïdes 

Dans la mesure où la sécrétion de corticostérone est saisonnière, elle peut être 

considérée comme utilisable par l’horloge pour imprimer l’information photopériodique à 

l’ensemble de l’organisme. Nous savons que les récepteurs des glucocorticoïdes sont 

exprimés dans de nombreuses structures aussi bien centrales que périphériques (Mc Gimsey et 

al., 1991), ce qui suppose l’existence d’un grand nombre de cibles potentielles de ce signal à 
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la fois nycthéméral et photopériodique. Parmi ces cibles, deux structures font l’objet d’une 

attention particulière, il s’agit d’un organe périphérique qui est le foie et d’une structure 

limbique qui est l’amygdale centrale. 

Dans le foie, il y a une densité très importante de récepteurs aux glucocorticoïdes. 

Ainsi, le foie est un organe intéressant pour étudier l’effet des variations saisonnières de la 

sécrétion des glucocorticoïdes aussi bien du point de vue moléculaire que physiologique. En 

effet, l’expression des gènes horloge dans cet organe est contrôlée par les SCN via un 

message humoral (Guo et al., 2005) qui pourrait être la sécrétion des glucocorticoïdes 

(Balsalobre et al.,2000). Il a été montré dans le foie du hamster doré que l’expression des 

gènes horloge varie avec la durée de la photopériode (Carr et al., 2003). Il serait intéressant de 

voir si une surrénalectomie affecte ces gènes tant du point de vue de la rythmicité 

photopériodique que circadienne. Quant aux effets physiologiques des variations saisonnières 

de la sécrétion des glucocorticoïdes sur le foie, il serait intéressant de voir dans quelle mesure 

ces variations affecteraient la néoglucogénèse et pourraient ainsi contribuer à l’établissement 

d’un éventuel rythme saisonnier du taux sanguin de glucose. 

Nous avons vu que l’amygdale centrale était une structure limbique intéressante 

puisque la sécrétion rythmique des glucocorticoïdes y induit une rythmicité de l’expression du 

gène horloge Per2 (Lamont et al., 2005). Dans la mesure où il existe des variations 

photopériodiques de cette sécrétion, la question se pose de savoir si ces variations retentissent 

sur l’expression des gènes horloge dans cette structure amygdalienne. Par ailleurs, connaissant 

le rôle important joué par cette structure limbique dans les processus émotionnels, on peut se 

demander s’il existe une relation plus ou moins étroite entre ce contrôle émotionnel et une 

pathologie particulière, liée aux phénomènes saisonniers telle que la dépression saisonnière. 
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Résumé 

Chez les Mammifères, l’horloge circadienne principale est située dans les noyaux 
suprachiasmatiques de l’hypothalamus (SCN). Cette horloge délivre une information rythmique à 
l’ensemble de l’organisme, au travers de nombreuses fonctions hormonales (telles que la sécrétion de 
mélatonine par la glande pinéale ou la sécrétion de corticostérone par la glande surrénale) et 
comportementales (telle que l’activité locomotrice). Ces différents rythmes, appelés « sorties » de 
l’horloge, ont fait l’objet de notre étude pour apprécier le fonctionnement de l’horloge circadienne, en 
réponse à deux stimulations connues pour l’affecter, à savoir 1) l’application d’une dose 
pharmacologique de mélatonine à la transition jour/nuit et 2) le changement de la durée de la 
photopériode. Nous avons utilisé deux rongeurs, l’un nocturne, le Rat, et l’autre diurne, l’Arvicanthis, 
qui tous deux sécrètent de la corticostérone mesurable par microdialyse intracérébrale. 

Chez le rat, l’injection sous-cutanée de mélatonine exogène à la transition jour/nuit a induit 
une augmentation significative de l’amplitude (pratiquement doublée) de la sécrétion de la mélatonine 
endogène par la glande pinéale et cette augmentation est aussi durable (pendant au moins deux jours 
après l’injection). Par contre, cette injection de mélatonine exogène n’affecte pas le profil de sécrétion 
de corticostérone. Ces effets différentiels de la mélatonine exogène montrent qu’elle n’affecte qu’un 
élément de l’horloge responsable spécifiquement du contrôle de la sécrétion de mélatonine, sans pour 
cela affecter un autre élément qui lui, serait responsable du contrôle de la sécrétion de corticostérone. 
Ceci montre clairement l’existence d’une subdivision fonctionnelle de l’horloge. 

En ce qui concerne le changement de la durée de la photopériode, des rats ont été soumis 
pendant sept à huit semaines à l’une des trois photopériodes : 16 heures de lumière - 8 heures 
d’obscurité (LD 16:8), LD 12:12 et LD 8:16 et les profils des trois « sorties » ont alors été mesurés et 
analysés. Ainsi, par rapport à la transition jour/nuit prise comme référence, le pic nocturne de sécrétion 
de mélatonine apparaît de plus en plus tardivement lorsque la durée de la nuit augmente. La même 
observation a été faite pour la sécrétion de corticostérone : en photopériode longue, le pic est situé à la 
transition jour/nuit, tandis qu’en photopériode courte il apparaît au milieu de la nuit. De la même 
façon, le pic d’activité locomotrice générale de ces rats se décale aussi de plus en plus vers la fin de la 
nuit lorsque sa durée augmente. 

Des Arvicanthis ont également été placés pendant sept à huit semaines, en photopériode 
longue (LD 16:8) ou courte (LD 8:16). Chez ces animaux, les profils de sécrétion de corticostérone 
présentent deux pics situés aux transitions jour/nuit et nuit/jour pour les deux photopériodes testées. 
Placés ensuite dans une cage équipée d’une roue, les animaux ont présenté une activité locomotrice 
avec deux pics situés à ces mêmes transitions. Ainsi, chez l’Arvicanthis comme chez le rat, la 
sécrétion de corticostérone varie en fonction de la photopériode. Cette sécrétion endocrine peut donc 
être considérée, au même titre que la mélatonine, comme une sortie saisonnière de l’horloge. De plus, 
chez ces deux espèces, les décalages de phases observés avec les changements de photopériode sont 
identiques pour les trois sorties de l’horloge étudiées, montrant ainsi que l’horloge est affectée de 
façon globale par les variations photopériodiques. 

L’application de mélatonine exogène à la transition jour/nuit a un effet spécifique sur la 
sécrétion de mélatonine endogène. Le changement de photopériode montre un effet plus global sur 
l’horloge et cet effet retentit de façon équivalente sur au moins trois de ses sorties. Ces différents 
résultats nous ont permis de proposer un nouveau modèle de l’organisation fonctionnelle de l’horloge, 
laquelle serait constituée de deux ensembles de neurones. Le premier ensemble représenterait le 
mécanisme central de l’horloge, alors que le second ensemble contrôlé par le premier, serait lui-même 
constitué de sous-ensembles pouvant régir chacun une sortie de l’horloge. Dans ce modèle, 
l’application de mélatonine à la transition jour/nuit n’affecte que le sous-ensemble responsable de la 
sécrétion de mélatonine. Par contre, la variation de la photopériode affecte le premier ensemble et 
retentit donc, de façon équivalente, sur plusieurs sorties de l’horloge. 
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