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Abréviations

A

AA-NAT : Arylalkylamine-N-acétyltransférase
ACTH : hormone adrénocorticotrope

AMPc : Adénosine Monophosphate cyclique
AP-1 : Activating Protein 1

ARNmM : Acide Ribonucléique messager

ATF : Activating Transcription Factor

AVP : Arginine Vasopressine

B

bHLH : basic Helix-Loop-Helix
BMAL1: Brain and Muscle ARNt Protein 1

bZIP :"basic Leucine zipper"

C

cd" : calcium

Cd"i : calcium intracellulaire

Cde : calcium extracellulaire

Ca/CaMK : Calcium/Calmoduline Kinase

CBP : CREB Binding Protein

CGR : cellules ganglionnaires de la rétine
CGRP : Calcitonin Gene Related Peptide
CLOCK : Cycle Locomotor Output Cycle Kaput
CT : Circadian Time

CRE : cAMP Responsive Element

CREB : cAMP responsive element binding protein
CREM : cAMP responsive element modulator
CRH : Corticotropin Releasing Hormone

CRX : Cone Rod Homeobox

CRY : Cryptochrome

D

DAAA : Décarboxylase des Acides Aminés

Aromatiques

DAB : Diaminobenzidine

DAG : Diacylglycérol

dbcAMP : dibutyryl-cAMP

DD : obscurité constante ("Dark/Dark")
DREAM : Downstream Regulatory Element

Antagonist Modulator

E

EMSA : Electrophoretic Mobility Shift Assay

F

FIG : Feuillets Intergéniculés latéraux

G

GABA : Acide Gamma Aminobutyrique
GCS : Ganglions Cervicaux Supérieurs
GMPc : Guanosine monophosphate cyclique

GnRH : Gonadotropin Releasing Hormone

H

HDM : Hypothalamus Dorsomédian
5-HT : 5-hydroxytryptamine ou sérotonine
HVM : Hypothalamus Ventromédian

HIOMT : Hydroxyindole-O-méthyltransférase

ICER : Inducible cAMP Early Repressor
IP3 : Inositol triphosphate

J

JNK : c-JUN N-terminal Kinase



K

kD : kiloDalton

L

LD: lumiére/obscurité ("Light/Dark")
LL : lumiere constante ("Light/Light")
LSB : "Laemmli Sample Buffer"

M

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase
MC : Milieu de culture

N

NA : noradrénaline

NF«B : Nuclear FactokB

NF-Y : Nuclear Factor Y
NMDA : N-Méthyl-D-Aspartate
NOS : Nitric Oxyde Synthase

NPV : Noyaux Paraventriculaires de I'hypothalamus

NPY : Neuropeptide Y
NR : Noyaux du Raphé

NSC : Noyaux Suprachiasmatiques

P

PACAP : Pituituary Adenylyl Cyclase Activating
Peptide

PAS : Period-ARNt-Sim

PBS : Phosphate Buffer Saline

PCE : Photoreceptor Constitutive Element
PCR : Polymerase Chain Reaction

pCREB : CREB phosphorylé

PDE : Phosphodiestérase

PEG : Polyéthyléne glycol

PER : Period

PIRE : Pineal Responsive Element

PKA : Protéine Kinase dépendante de 'AMPc

PKC : Protéine Kinase dépendante dd'Ca
PKG : Protéine Kinase dépendante du GMPc
PLC : Phospholipase C

Pol Il : ARN polymérase |l

PT : Pars Tuberalis

PVT : Noyaux Paraventriculaires du Thalamus

R

ROR: Retinoic acid related Orphan Receptor
RORE : ROR response Element
RT-PCR : Reverse Transcriptase-PCR

S

SDS : Sodium Dodécyl Sulfate

T

TBE : Tris Borate EDTA

TBP : TATA Binding Protein

TBS : Tris Buffered Salt

TBHS : Tris Buffered High Salt

TBI : Tris Buffered Imidazole

TF Il : Transcription Factor Il

TGH : Tractus Géniculo-Hypothalamique
TID/um? : Total Integrated Density / um?2
TpOH : Tryptophane hydroxylase

TRE : TPA Responsive Element

TRH : Tractus Rétino-Hypothalamique

Vv

VIP : Vasoactive Intestinal Peptide

Z

ZT : Zeitgeber Time
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Avant-propos

Nul n'ignore aujourd’hui que la Terre tourne slg-aiéme selon un cycle de 24 heures et
gue cette rotation est la cause directd'aernance du jour et de la nuit en chaque point
géographique de sa surface. Additionné au faitagpteaxe est incliné de 23,4° par rapport a
I'équateur, la Terre effectue également une rataigour du Soleil selon une période de 365
jours, créant ainsi unariation de la durée d'éclairement sur 24h au cows de I'année ou
photopériode Ces variations annuelles de la photopériode albagu s'ajoutent des
variations cycliques de I'hnygrométrie et de la térafure déterminent l'alternance des saisons
qui est plus ou moins marquée selon la latitudeid@née.

Il apparait essentiel que les étres vivants puisasticiper ce passage du temps et
adapter leur activité afin d'assurer leur propre survielatpérennité des especes. Ces
réponses anticipatrices sont observables d'un mEnvue journalier et sont encore plus
marquées d'un point de vue saisonnier. Certaimaani subissent des modifications de leur
pelage (densité, couleur, etc.) et/ou une augmentale leur masse corporelle anticipant
l'arrivée de I'hiver. Il existe aussi des variaicemnuelles de la fonction de reproduction,
permettant la naissance et surtout le sevrage etéds p la période de I'année la plus propice
afin que la progéniture atteigne sa maturité au emrou les conditions climatiques sont les
meilleures, et ce quelle que soit la durée de tiesta

Afin d'anticiper ces variations cycliques de I'eomnement, les organismes doivent
posséder un systéeme leur permettant de se repams ¢t temps. L'information
photopériodique étant a la base de ce repérageotehrgn terme journalier et saisonnier, un
tel systeme doit donc étre capablelide, d'intégrer, mais également déistribuer cette
information au reste de l'organisme.

Ce systeme, contrairement a ce que I'on pourraggye ne se contente pas seulement de
lire I'information temporelle, mais est capablegéaérercelle-ci de maniére endogéne sur 24
heures : on parle alorshdrloge circadienne Les facteurs environnementaux "donneurs de
temps" geitgebe), dont le plus puissant est l'alternance jour/daifa lumiéere, ne permettent
que de synchroniser cette activité endogene a exactt 24h. De plus, la durée du jour
variant avec les saisons, cette horloge est caplbléire” l'information photopériodique en
terme de durée de la phase lumineuse, permettansi diapporter une information

photopériodique compléte : journaliere (jour/nat)saisonniere (jour long/jour court). Cette



information est distribuée a tout l'organisme vies dnécanismes nerveux et endocrines
complexes. Parmi toutes les structures cibles liwldge, la glande pinéalea un réle
prépondérant en termes de codage de l'informagmpdrelle. La glande pinéale est une
glande endocrine dont le principal produit de smnéest lamélatonine. Cette hormone est
synthétisée et libérée de facon rythmique, sousiérdle de I'horloge, uniqguement pendant la
nuit, et de facon proportionnelle a la durée déeesl: durée longue lorsque les nuits sont
longues et durée courte lorsque les nuits sontteau€Cette caractéristigue fondamentale du
rythme de sécrétion de la mélatonine en faidanneur de temps journalier et saisonnier
important pour l'organisme. Comme nous le verrons caurs de cette introduction,
I'expression temporelle de cette hormone est régod I'horloge, mais également par des
mécanismes moléculaires précis. En effet, I'exprsemporelle des différents acteurs est

primordiale a I'établissement du profil temporekéerétion.

Lorsque j'ai débuté ma these, I'équipe de Dr. V&IBIMONNEAUX s'intéressait aux
mécanismes internes a la glande pinéale permattamontréler la synthése rythmique de
mélatonine, en particulier chez des espéces a glbgg saisonniére comme le hamster
syrien. Au cours de ce manuscrit, je décrirai tabord les propriétés du systéme circadien
et saisonnier en commencant par le fonctionnemefihdrloge biologique (synchonisation et
distribution des messages), mais en me focalisatwg sur les réles de la mélatonine dans
ce systeme et sur le controle de son rythme dénégatpar I'horloge. Ensuite je décrirai les
mécanismes cellulaires et moléculaires générarmytleme journalier et saisonnier de la
synthese de mélatonine au sein de la glande pidéalenammiféres, des neurotransmetteurs
aux voies de signalisations impliquées. Enfin,gtalerai un aspect particulier aux modeles
rongeurs, a savoir la régulation transcriptionndéd'enzyme considérée comme limitante de
la synthése de mélatonine, en focalisant mes giers essentiellement sur les relations
temporelles existant dans I'expression des divacsedirs de transcription stimulateurs et
inhibiteurs impliqués. Ces trois parties servirdimitroduction a une quatrieme dans laquelle
je poserai les questions auxquelles j'ai tentéégendre au cours de ma thése, a savoir quels
sont les mécanismes cellulaires et moléculairedigos dans la restriction temporelle de la
synthese de mélatonine chez le hamster syrienpgeur a physiologie saisonniére, et en

qguoi ces mécanismes different du modéle rongewaocament décrit qu'est le rat.
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|. De I'norloge au contrdle des rythmes circadiens et saisonniers

Lorsque des rats ou des souris sont maintenus ssucte constante (DD: "Dark/Dark"),
sans repéeres temporels, ils ont toujours une &etiscomotrice rythmiquefiure 1). Les
animaux sont alors en "libre cours", c'est-a-dire bactivité locomotrice de l'animal suit une
période endogéene, qui peut étre supérieure ouienfér a 24 heures selon les espéces, mais
toujours proche de 24 heures : on parle alorsrydbme circadien. Les 24 heures
circadiennes sont divisées en deux périodes ulegobjectif (période de repos des animaux
nocturnes) et la nuit subjective (période d'adides animaux nocturnes). Dans le cas d'une
période endogene inférieure a 24 heures, la pédadtivité de I'animal commencera tous les
jours un peu plus tofigure 1), inversement si elle est supérieure a 24 he®asailleurs, en
soumettant ces animaux a un nouveau cycle LD (tibgrk"), la période de ce rythme
redevient d'exactement 24h : on parle alorsytleme journalier . Ces observations ont mis
en évidence l'existence d'un systeme capable grerté&t de distribuer le temps circadien :
une horloge circadienne endogenequi se synchronise avec l'environnement pour eioan

I'organisme une information temporelle d'exactenzdnheures.

0 12 24
E— @&

tJour/Nuit

A

Nuit/Nuit

< Lésions des NSC

Arythmie

v

< Greffe de NSC foetaux

} Restauration de la rythmicité

Figure 1 : L’horloge circadienne endogéne est situéglans les NSC.Représentation
schématique d'un actogramme de souris en conditibndDD, suite a une Iésion puis une greffe
des NSC. Les barres noires représentent I'activotdrhotrice nocturne. (d'apréBardente
&Cermakian, 200%
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A. Anatomie et fonctionnement endogéne de I'horlog e
1. Une structure cérébrale

La lésion bilatérale des noyaux suprachiasmatidi&XC) de I'hnypothalamus abolit le
rythme d'activité locomotrice chez des rats en Bfufe 1, Moore & Eichler, 1972; Stephan
& Zucker, 197). Chez ces animaux, ce rythme d'activité peut @seauré par une greffe de
NSC figure 1). Par exemple, la greffe de NSC provenant d'unstemmutantau, possédant
une altération de la période endogéne (22h chezh&éérozygotes et 20h chez les
homozygotes au lieu de 24hRalph & Menaker, 1993 chez un hamster sauvage dont les
NSC ont été lésés restaure la rythmicité, mais awex période endogéene correspondant a
celle du greffon et non a celle du hamster rece{ieaiphet al., 1990. L'horloge circadienne
contrélant la rythmicité endogene est donc situsesdes NSC et impose sa période au reste
de l'organisme.

Les NSC sont de petites structures cérébralesesitutans la partie antérieure de
I'hypothalamus, juste au dessus du chiasma optidgiegart et d'autre du™¥ ventricule.
Chaque noyau contient 8000 a 10000 neuroaesafiamson & Moore, 2001; Mookt al.,
2002, dont la plupart sont GABAergiqueli¢ore & Speh, 1993 Les NSC sont subdivisés
en une partie ventro-latérale (VINSC) et une paltieso-médiane (dmNSC). Les dmNSC sont
caractérisés par la présence de neurones a AVRi@lAe Vasopressine") qui est un peptide
exprimé selon un rythme circadien avec un maximunamt le jour {brahamson & Moore,
2001; Mooreetal., 2002; Tominagaet al., 1992. Les neurones des VINSC expriment
majoritairement le VIP ("Vasoactive Intestinal Rdpt) avec un maximum durant la nuit en
LD, ce rythme n'étant pas circadiefb(ahamson & Moore, 2001; Shinohashal., 1993,
Takahashiet al., 1989. Par alilleurs l'expression d'autres peptides cenlm "Gastrin
Releasing peptide"”, la somatostatine, ou encomllindine, permettent d'établir une sous-

régionalisation de ces deux subdivisioAsiahamson & Moore, 2001

2. Propriétés physiologiques de I'horloge

La greffe de neurones isolés de NSC chez des arilN&(C-lésés restaure une activité
rythmique circadienneS(lver et al., 1990, démontrant ainsi que l'information rythmique
générée par les NSC nait au coeur méme des caljuidss constituent. Chaque neurone
contient toute la machinerie moléculaire nécessaige genése des oscillations. C'est ensuite

le couplage entre les neurones qui permet de dameeinformation rythmique générale.
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a) L'horloge moléculaire

La mise en évidence de l'importance de phénomen&cuaiaires dans le fonctionnement
de I'norloge vient de I'étude de mutants chez tsaphile qui ont permis d'identifier des
genes essentiels au maintient des oscillations :génes horloge. Ces génes codent des
facteurs de transcription interagissant entre euxuee boucle de rétrocontréle complexe

constituant I'norloge moléculaire a la base deslasons endogénes.

* Clock et Bmall: les éléments activateurs de la Heuc

Clock ("Circadian Locomotor Output Cycles Kaput") estpemé dans les NSC de
maniére constitutive en LD et en DD [ARN@Lnet al., 1997; Teiet al., 1997 et protéine
(Maywood et al., 2003]. Sa mutation entraine un allongement importaatla période
endogene d'activité locomotrice, qui devient rapidet arythmique en DDA(toch et al.,
1997; Kinget al., 1997hb; Vitaternat al., 1994). Bmall("Brain and Muscle ARNt Protein 1")

a une expression rythmique circadienne, avec urimam durant la nuitAbe et al., 1998;
Honmaet al., 19983, et sa mutation entraine une diminution de Witétiocomotrice en LD
et une arythmie totale en DB((ngeret al.,2000.

Ces deux protéines contiennent des domaines bHh&ki¢ Helix-Loop-Helix") et PAS
("Period-ARNt-Sim"), leur permettant respectivemept se lier a 'ADN et de se dimériser
(Antoch et al., 1997; Hogenesclet al., 1998; King etal., 19979. Elles s'associent en
hétérodimeres et activent la transcription en»sanfi sur des séquences promotrices, appelées
E-box (5-CACGTG-3'; Gekakis et al., 1998; Hogeneschetal., 1999. Les dimeéres
CLOCK/BMAL1 activent la transcription des autresnge horloges et d'autres "génes
contr6lés par I'horloge". Cependant, la présengeedE-box n'est pas un critere suffisant a
I'expression rythmique d'un géne. En effet, de remnb genes dépourvus d'E-box ont une
expression circadienne, alors que d'autres contetenE-box ne sont pas contrdlés par les
dimeres CLOCK/BMALL1 (exemple deNa-nat voir section III.E).

e Per et cry: les éléments répresseurs de la boucle

Les produits des genger sont exprimés dans les NSC selon un rythme ciecades
pics d'expression des ARNm ¢erl/2/3 étant décalés dans le temps avec un maximum
durant le jour $hearmaret al., 1997; Takumeet al.,1998a; Takumet al., 1998b; Yamamoto
et al.,,2001; Yanet al., 1999. Les protéines PER contiennent un domaine PAS pas de

domaine bHLH, elles ne se lient donc pas a I'ADNle€ présentent un maximum
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d'expression en début de nuitdld et al., 2000; Maywoocet al., 2003. Les souris mutantes
pour perl/2/3 présentent une diminution de la période endogearergpport aux souris
sauvages en DD, suivie d'une arythmie deux semames le passage en DD, sauf poen3
(Bae et al., 2001; Cermakiaret al., 2001; Shearmaet al., 2000; Zhenget al., 200]). Les
doubles mutantperl/per2 deviennent immeédiatement arythmiques en DD, mais lps
doubles mutantperl/per3etper2/per3 ce qui souligne le réle minoritaire ger3(Baeet al.,
2001; Zhenget al.,2001).

Les genesry sont sont des éléments essentiels de I'horlogécmlaire. Les ARNm de
cryl sont exprimés selon un rythme circadien avec uximman en fin de jour{umeet al.,
1999; Okamurat al., 1999, alors que poucry?2, les études montrent soit un profil rythmique
avec un maximum a la transition jour/nuitufme et al., 1999, soit un profil non rythmique
(Okamuraet al., 1999 en DD. Les protéines CRY sont également exprirséém un rythme
circadien, le maximum d'expression étant a la ttiansjour/nuit (<ume et al., 1999. Tout
comme pourper, les souris mutantes pouaryl/2 présentent une diminution de la période
endogene en DD pour les mutaotgl ou une augmentation poary2. Les doubles mutants
cryl/cry2sont arythmiques en DD dn der Horset al., 1999, ce qui démontre leur réle dans
la genése des oscillations au sein des NSC.

L'expression des génpsr etcry est contrélée par la fixation de CLOCK/BMALL1 ses|
séquences E-box de leurs promotetsigeret al.,2000; Jiret al.,1999; Kumeet al., 1999.
Une fois synthétisées, les protéines PER et CRYhdot des hétérodimeres inhibant la
transcription induite par les diméres CLOCK/BMAL&primant ainsi leur propre synthése.

e Rev-erla et Row: la boucle secondaire

En plus deClock Bmall, per etcryl, les genefkev-erla et Rora interviennent dans une
boucle secondaire permettant de stabiliser la lkopdhcipale. lls sont exprimés dans les
NSC avec un pic en milieu de jour en LD et en DDe(ineret al., 2002; Sateet al., 2004;
Uedaet al., 2002, en phase avec l'expression des géeset cry et sous le contrble de
CLOCK/BMAL1. Les protéines REV-ERB et ROR: entrent en compétition pour les
séquences RORE du promoteur du geénmellet induisent respectivement une répression ou
une activation de la transcription &all (Satoet al., 2004; Uedeaet al., 2002). Ainsi les
souris mutantes polRev-erl présentent une abolition du rythme Bimall (Preitneret al.,

2002 et celles pouRora une diminution de I'expressiosdtoet al.,2004).
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Figure 2 : Représentation schématique des boucles de régutat transcriptionnelle et
traductionnelle des génes horloges dans les NSC zhles mammiféres.Les fleches bleues

représentent une activation et les fleches rougesépression. (d'apr&o & Takahashi, 2006

* Schéma temporel de fonctionnement (figure 2)

Les décalages temporels dans I'expression desetiféacteurs de ces deux boucles sont
I'élément crucial permettant les oscillations antegenues au sein des neurones des NSC.
CLOCK étant exprimé de facon constante, l'activatianscriptionnelle des génes contenant
des E-box dépend essentiellement de l'accumulaiodes modifications de la protéine
BMAL1 (Eideet al., 2002; Sanadet al., 2009, permettant ainsi la translocation du dimére
dans le noyau.geet al.,2001). Il en résulte en fin de nuit et durant le jomelactivation de
la transcription des autres génes horloges par GUBKIALL (figure 2). Les protéines
formées s'accumulent dans le cytoplasme et subbidesmrmodifications post-traductionnelles
modifiant leur stabilité, ce qui permet de contrgietcisément la période du cycle.

Parmi ces modifications, la phosphorylation de PR les Caséines Kinases/dl
(CKleld) a été la plus étudiééde et al., 2001; Lowreyet al., 2000. En l'absence de CRY,
les protéines PER sont phosphorylées par les/GKde qui induit leur dégradation. Dés que

les protéines CRY sont synthétisées, la formaties ttimeres PER-CRY-CKI permet la
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stabilisation des protéines PER et la translocatians le noyaufifure 2), ou PER-CRY
inhibent la transcription de leurs propres genesestautres «genes contrélés par I'horloge»
via l'interaction directe avec les dimeres CLOCK/BMAKbndratovet al.,2006; Satet al.,
2009. Il y a donc, pendant la nuit, une inhibition etranscription des gengwerl/2/3
cryl/2 et Rev-erla au profit de la transcription du géBenall En fin de nuit, les géngeer et

cry présentent leur minimum d'expression, les protésoes dégradées, levant l'inhibition sur
les dimeres CLOCK/BMALL1 qui peuvent recommencernauveau cycle d'activation. La
protéine REV-ERB amplifie cet effet en inhibant la transcription Bmall durant le jour,
diminuant ainsi la quantité de protéines BMAL1 rétes en début de nuit.

Cette boucle d'autorégulation moléculaire régud&pkession rythmique de nombreux
genes, commeAVP (Jin et al., 1999, ayant des réles divers dans l'activité électria
métaboliqgue des neurones des NSC, mais égalemest ldasynthése et la sécrétion de
neuropeptides agissant sur les cibles efférertesdzet al.,2002a; Uedat al.,2002).

b) Activité électrique endogéne

Les neurones des NSC sont également caractérisésnpeythme endogene de leur
activité électrique. L'isolatiom situ des NSC abolit le rythme circadien d'activité #lgoe
des neurones dans tout le cerveau sauf dans les &NQ@némes, démontrant ainsi le
caractére endogene de cette activit®fye & Kawamura, 19799 In vitro, l'activité de ces
neurones est toujours rythmique et le reste "imil@knt" avec un pic d'activité moyenne
pendant le jour/jour subjectifonmaet al.,1998b; Welslet al., 1999.

L'activité électrique influe sur le fonctionnemegpthmique de I'horloge et inversement.
En effet, les souris mutantes pddlock ont une période d'activité électrique allongéet to
comme celle de l'activité locomotriced€rzoget al., 1999. De plus, chez les doubles mutants
cryl/cry2, ce rythme d'activité électrique est aboli, bieril goit toujours entrainable par le
cycle jour/nuit @lbus et al., 2002). Enfin, l'application de tétrodotoxine, un blogtiales
canaux sodium dépendant du voltage, sur des trandee NSC en culture diminue
I'expression de PER1 et augmente les déphasageslentcellules Quinteroet al., 2003;
Yamaguchiet al.,2003. Les sorties de I'horloge sont également affectésr une application
de tetrodotoxine pendant 4h durant le jour inhddranscription et la libération de I'AVP
(Abe et al., 1999. La synthése deAVP a donc un lien a la fois avec l'activité électaqies
neurones et avec les boucles transcriptionnelleg@ées par les génes horloges, confirmant

donc le lien réel et direct existant entre ces gmnametres.
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c) Couplage cellulaire

Lorsque les cellules des NSC sont dissociées dnreulelles présentent des rythmes
d'activité électrique avec des périodes trés héédres [(lonmaet al., 1998b; Welshet al.,
1999. La moyenne de ces périodes est tres similaite période d'activité locomotrice
endogene Honma et al., 1998b; Liu et al., 19971, amenant donc I'hypothése que les
neurones des NSC se synchronisent entre eux efrentel'information afin de donner un
rythme d'activité général.

Lorsque des tranches de NSC sont mises en culwse de la tetrodotoxine, la
synchronisation entre les décharges électrigtesifiact al., 2000 et I'expression deerl
(Yamaguchiet al., 2003 de cellules adjacentes est perdue. Ce couplawgé fatervenir
directement les jonctions GAP établies entre lagarees, car I'activité électrique simultanée
de deux cellules adjacentes est perdue en culauteadches de NSC de souris mutantes pour
la connexine36L(ong et al., 2009. D'autres mécanismes ont également été proposése
la synchronisation par le GABA.IU & Reppert, 200Pou encore l'intervention des astrocytes
dont I'étendue des prolongements, qui présenteythme journalier, pourrait modifier
I'efficacité du couplage synaptique entre les neesodes NSCEecquetet al., 2008; Welsh
& Reppert, 1995 Le VIP serait également important dans la misglace de ce couplage.
En effet, les rythmes d'activité électrique et tiVéé locomotrice sont abolis chez les souris
mutantes pour le genépr2 (gene codant le récepteur VPAC2 du VIRton et al., 2005;
Cutleret al.,2003; Harmaet al., 2002, de méme que la synchronisation entre les cslliés
NSC Quinteroet al., 2003; Yamaguchet al., 2003. De plus, si les VINSC et dmNSC sont
mis en culture séparément, les neurones des viN8@rdnes a VIP) restent synchronisés

entre eux, mais pas ceux des dmNSC (neurones & A¥Raguchiet al.,2003.

B. Synchronisation de I'horloge

La période endogene distribuée par I'horloge mest d'exactement 24h : elle est
légerement supérieure ou inférieure selon les espekfin d'assurer une synchronisation
parfaite des fonctions physiologiques et comportdaies avec le cycle lumiere/obscurité,
I'horloge doit synchroniser son activité a exacten#th grace a de multiples voies d'entrée
lui permettant de modifier légerement son fonctement moléculaire en fonction des

principaux signaux environnementaux.
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1. Réception des signaux environnementaux
a) Le tractus rétino-hypothalamique : lien entre ho  rloge et lumiére

Les fibres rétiniennes innervant les NSC sont an@eement et fonctionnellement
différentes de celles innervant le systéeme visk#les émanent d'une sous-population de
cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) formbmnttractus rétino-hypothalamique, ne
conduisent que l'information lumineuse circadieahexpriment un photopigment spécifique :
la mélanopsineHannibal, 2002 pour revjieLes souris rendues aveugles par une mutation
des photorécepteurs de la rétine sont toujouraiedies par le cycle LD F(eedmaret al.,
1999; Lucaset al., 2007), suggérant bien l'intervention d'autres "photepéeurs” rétiniens
dans ce mécanisme. Cependant, les souris mutamtedapmélanopsine présentent toujours
un entrainement au cycle LD°gndaet al., 2002b; Rubyet al., 20029, alors que celles
mutantes a la fois pour les photorécepteurs etdmopsine n'en présentent plisar
et al., 2003; Pandat al., 2003. Ceci suggere que les CGR a mélanopsine ne santeg
seules a intervenir, mais que les photoréceptaliessiques" ont également un réle restant
inconnu pour le moment. Les CGR a mélanopsine eojedirectement sur les vINSC et
libérent du glutamate et du PACAP ("Pituituary AgighCyclase Activating Peptide") suite

a une stimulation lumineuselénnibal, 2002 pour revije

b) Les autres afférences

Les CGR projettent également vers les feuilletergéniculés latéraux (FIG), qui
étendent en retour des fibres contenant du GABAUEXPY (Neuropeptide Y) sur les VINSC
(Moore & Card, 1994 pour rev)ieCe tractus géniculo-hypothalamique n'est pasctément
nécessaire a l'entrainement photiqgue, mais modlié-d, essentiellement aux transitions
jour/nuit et nuit/jour Challet & Pevet, 2003 pour reVeDes fibres sérotoninergiques en
provenance des Noyaux du Raphé (NR) se connedgjetgrngent aux NSC soit directement
sur les cellules a VIP a partir du NR médian, sudirectement sur les FIG a partir du NR
dorsal (Vleyer-Bernstein & Morin, 1996; Moga & Moore, 199 Ce tractus est directement
impliqué dans l'entrainement de I'hnorloge par detefirs comportementawia la libération
de sérotonine (5 Hydroxy-tryptamine: SHT)allet & Pévet, 2003 pour revue

En plus de ces deux afférences, il s'en ajoutetrdauwdont le point commun est la
connection directe sur les cellules a VIP des VINGEs derniers fonctionnent comme un
centre d'intégration permettant de synchroniserltige par des facteurs photiques et non

photiques (comportementaux ou chronobiotiques).
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2. Synchronisation par la lumiére

L'information lumineuse en provenance du tractusnaénypothalamique permet la
synchronisation des fonctions physiologiques etpmmementales a exactement 24 heures en
ajustant la phase et la période des oscillationthddoge. L'effet de la lumiere sur I'horloge
est étudiévia I'application de créneaux lumineux a différentscmeats du cycle circadien et
en mesurant les décalages de phase de l'acticiténtmtrice. Ceux-ci sont retranscrits sous la
forme d'une courbe de réponse de phéigaré 3) traduisant la sensibilité de I'horloge a la
lumiere. Bien qu'il existe des différences entre déspéces, I'effet général est un retard de
phase lorsque le créneau est appliqué en débutuidesubjective (I'activité locomotrice
commence plus tard le jour suivant), une avancepkase en fin de nuit (l'activité
commencera plus tot) et un effet minimal duranjole subjectif Challet & Pévet, 2003;

Hannibal, 2002 pour revues
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Figure 3: Effet de la lumiére sur les décalages de phases hctivité locomotrice a différents
moments du cycle circadien(A) Les créneaux lumineux appliqués durant le jourestilfj n’ont
aucun effet (1), alors qu’ils induisent un reta®) €t une avance (3) de phase de l'activité
locomotrice (barres horizontales noires) respentarg en début et en fin de nuit subjecti(i)
L'amplitude des décalages obtenus peut étre repggssnus la forme d’'une courbe de réponse de
phase (PRC). Il existe de grandes variations dette amplitude en fonction des espéces (ici chez
la souris, le rat et le hamster), mais I'allure g@te de la courbe reste identique avec toujours le
mémes effets. (d’aprésannibal, 2002
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Le glutamate libéré par les CGR a mélanopsine tsergprincipal neurotransmetteur
conduisant les effets de la lumiere sur I'horlog@pplication d'agonistes des récepteurs
NMDA du glutamaten vivo etin vitro mime les effets de la lumiére sur I'horlogen( et al.,
1994; Mintz & Albers, 199) inversement pour l'application d'antagonistesIMM Colwell
et al., 1990; Dinget al., 1999. En ce qui concerne le PACAP, son effet resteoena
éclaircir : il produirait des avances de phase mugjour, mais également en fin de nuit, et il
potentialiserait I'effet du glutamate en début dit et inhiberait celui-ci en fin de nuit
(Gillette & Mitchell, 2002; Hannibal, 2002 pour reas).

L'action des neurotransmetteurs du tractus rétypmiinalamique induit directement
certains genes par l'activation ou l'inhibitionrdeltiples voies de signalisation dont le point
de convergence est la phosphorylation du factedragescription CREB ("cAMP Responsive
Element Binding Protein“yia la protéine kinase dépendante de 'AMPc (PKA),NESPK
("Mitogen Activated Protein Kinase") ou la Ca/CaMKCalcium/Calmodulin dependant
protein Kinase") Gillette & Mitchell, 2002; Hannibal, 2002 pour reagl. La lumiere induit
I'expression de-fos mais également deerl et per2 dans les NSC. Un créneau lumineux ou
I'administration de glutamate indygerl a la fois en début et en fin de nuit subjectiversa
queper2 n'est induit qu'en début de nuit subjectivés(echtet al., 1997; Fieldet al., 2000;
Shearmaret al., 1997; Takumiet al., 1998b; Yanet al., 1999; Zylkaet al., 1998. D'une
maniere générale, les retards de phase en délmutitdgeraient dus perz, et les avances de
phase en fin de nuit @erl, mais ceci reste encore sujet a controvetser¢chtet al., 2001;
Bae & Weaver, 2003; Cermakiazt al., 2001). Bmall serait également impliqué dans les
mécanismes d'entrainement car un créneau lumineweleut ou en fin de nuit subjective
diminue I'expression de la protéine BMALILaMmaruet al.,2000. Au contraire des genger,

I'expression des génesy n'est pas influencée par la lumietégmuraet al., 1999.

3. Codage de la longueur du jour par les NSC

La quantité totale de lumiere perceptible sur 2drée (photopériode) varie en fonction
des saisons. Lorsque les jours sont courts etuis longues (en hiver) la photopériode est
dite courte et lorsque les jours sont longs enlass courtes, la photopériode est longue. Cette
différence de photopériode est codée par certaid@®tions endocrines, dont la principale est
le rythme saisonnier de production de la mélatorfum@r section I.D). Puisque les NSC
contrblent ces sécrétions endocrines, il sembléglmy que ces derniers soient capables

d'intégrer les variations de la photopériode.
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Figure 4 : Intégration de la photopériode par les NS. (A) Exemples de rythmes diurnes et

nocturnes modifiés par la photopériode au seil\#&S. (B) Le codage de la photopériode par les
NSC ferait intervenir un oscillateur du matin (M)um du soir (E) respectivement dans les NSC
caudaux et rostraux. Le schéma représente lesoredatie phases existant entre ces deux
oscillateurs ainsi que le signal global obtenussdles NSC en photopériode longue et en
photopériode courte, en prenant pour exemple Vaétélectrique. Les barres blanches et noires

représentent respectivement le jour et la ifdiapresJohnston, 2006

En suivant l'induction de-fosdans les NSC, suite a I'application d'un crénemireux a
difféerents moments du cycle circadien chez des amimpréalablement acclimatés en
photopériode longue ou photopériode courte, difffrauteurs ont observé que la période de
photosensibilité nocturne des NSC est plus longhez cles animaux acclimatés en
photopériode courte, démontrant ainsi une intégmadie la longueur du jous(movaet al.,
1995; Vuillezet al., 1996. De plus, I'expression de nombreux génes dansl$£3 varie en
fonction de la photopériode, par exempltos (Sumovaet al., 2000, I'AVP (Jacet al., 2000
et les génes horlogé/gssageret al., 1999; Tournieret al., 2003. L'activité électrique des
NSC est également modifiee, avec une durée glgbaselongue et une amplitude plus faible
en photopériode longue qu'en photopériode couliteidala et al., 2000. Ces mécanismes
contribuent a modifier la période d'activité desNéh fonction de la photopériode ambiante
(figure 4, Johnston, 2005 pour revue

Un modeéle a été proposé sur la base d'un découemySC en deux oscillateurs : l'un
du matin (M) et l'autre du soir (E), composés chapar des couples de genes horloge

différents dont la phase d'expression change asephbtopériode [aan et al., 2007).
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Cependant, un autre mécanisme impliquant une dift&r dans le couplage entre la partie
rostrale et caudale des NSC a été proposé. En leiet que I'activité électrigue des NSC soit
généralement élevée pendant le jour, deux picg,ldarlation de phase varie en fonction de
la photopériode, sont observables sur des trartobesontales de NSC en culture : I'un en
début et l'autre en fin de journém(otaet al., 2000. La méme expression différentielle entre
NSC caudal et rostral existe pour les génes horlpgerlerigg et al.,, 2005. Ainsi en

photopériode longue, les deux pics sont éloigndseetrésulte une activité globale longue et
peu ample, alors qu'en photopériode courte, lex gas sont proches, formant une activité

générale courte et ampligglure 4).

C. Distribution du message temporel

Pour étre fonctionnelle, I'norloge doit véhiculer message temporel généré a travers
l'organisme afin que celui-ci se repére dans lepgerat adapte sa physiologie et son
comportement (activité locomotrice, températurepooelle, prise de nourriture, etc). Chez
des animaux ayant subi une lésion des NSC, unéegtefNSC restaure le rythme d'activité
locomotrice (ehmanet al., 1987; Silveret al., 1996, mais pas ceux de sécrétion de cortisol
ou de mélatonine Meyer-Bernsteinet al., 1999. Ceci suggere l'implication de facteurs
diffusibles dans le contréle locomoteur, alors ¢ sécrétions hormonales nécessiteraient
plutdt des connections nerveuses (non restaurédsypareffes). Les NSC contrélent ainsi les

structures ciblesia des efférences nerveuses et humorales ayantldesiigtincts.

1. Efférences nerveuses et humorales des NSC

Les projections majeures des NSC se font vere ljpigoptique médiane, les noyaux
paraventriculaires de [I'hypothalamus (NPV), les awsy sub-paraventriculaires de
I'nypothalamus et I'nypothalamus dorso et ventrdiaré (HDM et HVM) (Abrahamson &
Moore, 2001; Mooreet al., 2009. Il existe dautres projections en direction aegyaux
paraventriculaires du thalamus (PVT), des FIG etsgsieme limbique (septum latéral et
noyau du lit de la strie terminale). Pour toutes efférences, les messagers principaux sont
I'AVP et le GABA, avec des mécanismes différenterséorgane et la fonction considérés.
Par exemple, les NSC contrdlent la sécrétion dasobria un contrble direct des neurones
endocriniens a CRH ("Corticotropin Releasing Horgidn situés dans les NPV, par des

fibres & AVP Kalsbeeket al., 1992; Kalsbeelet al., 19961). Un mécanisme similaire a été
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décrit quant a I'action des NSC sur les neuron@sRH ("Gonadotropin Releasing hormone",
(Kalsbeeket al.,2002; Kalsbeekt al.,2006, pour revugs

La synchronisation par les NSC implique aussi wramunication humorale, puisqu'une
greffe de NSC encapsulés dans un polymere, empéthamgénération axonale, a des
animaux NSC-lésés restaure le rythme d'activitértoatrice Gilver et al., 1996. Dans ce cas,
deux facteurs pourraient étre impliqués : le @GFTranforming Growth Factor”) et la
"Prokineticin 2" Chenget al.,2002; Krameeet al.,2001). Tous deux sont exprimés durant le
jour dans les NSC, et leur infusion intracérébraneunlaire inhibe I'activité locomotrice
(Chenget al., 2002; Krameret al., 2007). Cependant, pour le T@Fle rythme d'expression
est le méme chez les rongeurs nocturnes et divah@s, que ces derniers ont une activité
locomotrice de jourl(ambertet al., 2005; Tournieret al., 2007). De plus, la mutation du

récepteur au TGEn'inhibe pas le rythme d'activité locomotricegdmeret al., 2007).

2. Contrble des rythmes a la périphérie
a) Oscillations des génes horloge a la périphérie

Les génes horloge ne sont pas exprimés que dardS€s mais aussi dans d'autres
structures centrales et périphériques telles l#sebwlfactifs, la rétine, le foie, les reins, les
muscles, etcHalsalobre, 2002; Reppert & Weaver, 2))Ja boucle moléculaire observée est
similaire a celle des NSC et régule I'expressiothmygue de genes importants dans le
fonctionnement de ces organes. En effet, envirdh ti@és génes ont une activité rythmique
qui semble soumise a l'alternance jour/ngliif{taret al.,2002; Pandat al.,20029.

Bien qu'une oscillation des géenes horloge soitagde dans ces organes vivqg les
oscillations ne sont pas constantes et s‘amortisapidement jusqu'a devenir nulles, alors
que pour les NSC, les oscillations persistent penplasieurs semaineshtar et al., 2002;
Balsalobreet al., 1998; Yamazaket al., 2000. Néanmoins, dans des fibroblastes en culture,
elles peuvent étre réinduites par un changememitieu de culture ou par application de
sérum Balsalobreet al., 1999. De plus, les oscillations s'amenuisent quandanrsidére les
tissus dans leur ensemble, mais chaque cellulee pnslividuellement conserve des
oscillations autoentretenues, méme apres une lopgtiede de mise en culturélggoshi
et al., 2004; Welshet al., 2009, suggérant une désynchronisation des cellules ezites
(figure 5). Ces études montrent que les cellules en péiphEyssédent des propriétés
d'oscillations soutenues et que, contrairement ASC, elles sont incapables de se

synchroniser entre elles sans intervention extérieu
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Figure 5 : Les oscillations visibles dans les orgasepériphériques résultent de la
synchronisation des oscillations individuelles descellules par des facteurs externes.
L'expression des génes horloge dans des fibroblasteigi suivie dans la culture entiére et dans
des cellules individuelles grace a la luminesceaioese par la luciférase couplée au promoteur de
Per2.Au début de I'expérience (gauche) aucune expresgtmique n’est visible au niveau de la
culture entiere, alors que chaque cellule indiviigduexprime un rythme avec une période qui lui
est propre. Suite a la stimulation par du sérundes glucocorticoides (GC), un rythme est de
nouveau visible dans la culture entiére (droiteyslaes premiers cycles, chaque cellule exprime
un rythme en phase avec les autres (ligne bleué&,gu cours des cycles suivants, les cellules se
désynchronisent les unes des autres (ligne vettd) en résulte une diminution générale de
'amplitude des oscillations au niveau de la cdtantiere. C'est donc la synchronisation des
cellules entre-elles par des facteurs externemdet I'induction du rythme dans les cellules
individuelles) qui permet I'expression d’un rythigiebal dans la culture. (d'apréastings, 200b

b) L'horloge centrale est un chef d'orchestre

Les NSC sont absolument essentiels a la synchtmmsdes rythmes en périphérie,
puisqu'une lésion des NSC abolit les rythmes desegéhorloge dans les organes
périphériquesAkhtar et al., 2002; Yamazaket al., 2000. De plus, la greffe de fibroblastes

de souris mutantes pogerl chez des souris sauvages montre qu'ils exprinemngénes
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horloge selon la méme période que les fibroblastesages, alors que celle-ci est plus courte
en culture Pandoet al.,2002). Comment I'horloge exerce-t-elle ce contrble ?

L'application de sérum, mais également de glucmwides, resynchronise des
fibroblastes en culture, notamment I'expressioReld. (figure 5, Balsalobrezt al.,2000. De
plus, I'administration de dexaméthasone, un analags glucocorticoides, chez des souris,
induit un décalage de phase de l'expressiorpefd dans le foie, le cceur et les reins
(Balsalobreet al., 2000. De méme, une surrénalectomie induit une perteytthenicité d'une
centaine de genes dans le faieshi et al., 2009. Ainsi, les NSC, en contrélant le rythme de
sécrétion des glucocorticoides, pourraient contrétlesynchroniser certains rythmes a la
périphérie. Cependant, tous les organes ne répormen de la méme maniére a cette
influence des facteurs endocrines. En effet, ajofgne parabiose entre une souris intacte et
une souris ayant subi une Iésion des NSC rétablitythme d'expression deerl/2etBmall
dans le foie et les reins de la souris |ésée,ererie rétablit pas ces rythmes dans le coeur et
les muscles, suggérant un autre mécanisme dardeugsstructuresuo et al., 2005. Dans
le cas des glandes surrénales, le contrdle du gyttensécrétion des glucocorticoides par les
NSC via le systeme nerveux autonome est crucial. Les N&€ directement reliés aux
glandes surrénales via une voie polysynaptiqueiguaht le systéme nerveux autonome et
permettant un entrainement de la sécrétion deoghuitcoides par la lumiere3(ijs et al.,
1999. De plus, une exposition des animaux a la lumi@auit I'expression dePerl
indépendamment de la libération d'ACTH par I'hypmeh et une dénervation abolit cet effet
(Ishida et al., 2009. La sensibilit¢é des glandes surrénales a I'ACHrlde également
dépendante de l'expression des génes horloges,ugudgs souris mutantd2er2/Cryl
montrent des réponses fortement diminuées a I'A@airapport aux souris sauvagessier
et al., 2009. L'horloge centrale contrble cette sensibilitér pa synchronisation d'un
oscillateur internevia le systeme nerveux autonome, aboutissant ainsieasynthése de
glucocorticoide possible seulement a certains mesramla journée.

Les NSC régulent les rythmes a la périphérie pa slrrétions hormonales, mais
également par le biais d'un contréle direct du éwst nerveux autonome. Les organes
périphériques sont plutdt sensibles a lI'un ouwdréa mais un méme organe peut également
présenter une différence de sensibilité a I'un Edawre en fonction de l'activité considérée
(Callotto et al., 2005; Guoetal., 2005; Terazoncet al., 2003. Ce contrble permet de
synchroniser les fonctions physiologiques et cortgpoentales avec le cycle jour/nuit, mais
également avec les saisons, par exemple par ledt®de la synthése de mélatonine.
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D. Horloge et mélatonine : vers un contrdle des ryt  hmes saisonniers

La mélatonine est une molécule amphiphile syntéétisniquement durant la nuit, avec
une durée proportionnelle a celle-ci, que les ankrsbient diurnes ou nocturngsoldman,
1999; Goldman, 2001; Simonneaux & Ribelayga, 20p8ur revues Le rythme de
mélatonine plasmatique refléte exactement le rytli@mesynthése car elle est directement
sécrétée dans la circulation sanguine et sa demeési courte (20 minutes chez le rat, 40
minutes chez 'homme). Les variations photopéreesgdu pic nocturne de mélatonine (long
en photopériode courte et court en photopériodguenen font un messager important pour
le fonctionnement rythmique des organismes|(iman, 1999; Reiter, 1993b, pour rejues
Bien que sa production ait été décrite dans d'sustireictures comme la rétine ou la glande de
Harder, la glande pinéale est le site de synth@&gduls important, puisqu'une pinéalectomie

abolit le rythme plasmatique de mélatonihe(y et al., 1980).

1. Controle de la synthése de mélatonine par I'hor  loge
a) Lien entre la mélatonine, le cycle LD et I'horlo  ge

La synthese de mélatonine par la glande pinéaldiesttement régulée par le cycle LD.
En effet, le profil de sécrétion de mélatonine'attivité de I'enzyme principale régulant sa
synthese (voisection Il) changent en fonction de la durée de la nuit et Bthibés lorsque
les animaux sont soumis a une lumiéere constantg ¢uLa un créneau de lumiére durant la
nuit (linerovaet al., 1979; Klein & Weller, 1970; Klein & Weller, 19)2La persistance du
rythme de sécrétion de mélatonine en DD permeté&é de supposer que les NSC étaient le
lien entre le cycle LD et la mélatonine. La Iésies NSC n'abolit pas seulement le rythme
d'activité locomotrice, mais également le rythmesderétion de la mélatonine et de ses
enzymes de synthese chez de nombreuses espécamdafares Bittmanet al., 1989; Klein
& Moore, 1979; Lehmanetal.,, 1984; Moore & Klein, 1974; Repperet al., 1981;
Tessonneaueét al., 1999. De plus, chez le hamsttau, le rythme endogene de mélatonine
suit parfaitement la période endogéne distribuéd'iparloge (ucaset al., 1999. Mais les
NSC ne seraient pas les seuls responsables det ladf la lumiére sur la synthése de
mélatonine. Une exposition a la lumiére pendanbda possede deux composantes : une
dépendante de I'horloge et une indépendante pgssdrgblement par les FIGi(nonneaux
& Ribelayga, 2008 Cependant le contrbéle par les NSC reste le physrtant en termes

d'initiation et d'arrét de la synthése de mélatergioir section ).
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b) La voie hypothalamo-pinéale

La glande pinéale est contrélée par les N&Cune voie polysynaptique passant par les
NPV, les colonnes intermédiolatérales de la moéjiniere et les ganglions cervicaux
supérieurs (GCS)Larsenet al., 1998; Teclemariam-Mesbatt al., 1999. Elle constitue la
voie rétino-hypothalamo-pinéalégure 6).

Les NPV sont un relais tres important, car uneotégie ceux-ci abolit le rythme de
mélatonine Bittman et al., 1989; Lehmaret al., 1984, Perreau-Lenet al., 2003. Il est
intéressant de constater que les rythmes de mé#laten de libération d'AVP par les NSC
sont en antiphase, ce qui avait laissé supposeblarinhibiteur de I'AVP sur la synthése de
mélatonine de jour. Cependant, une microinjectigkV8 dans les NPV de nuit n'a aucun
effet inhibiteur Kalsbeeket al., 2000; Kalsbeelet al., 1993. En revanche, l'infusion d'un
antagoniste du GABA dans les NPV stimule la syrdtds mélatonine de jour et l'inhibe de
nuit (Kalsbeeket al.,1999; Kalsbeelkt al.,1996a; Kalsbeekt al.,2000.
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Figure 6 : Schéma de la voie de transmission du siginlumineux vers la glande pinéale
représenté sur une coupe sagittale de cerveau det.r&CS : ganglions cervicaux supérieurs ;
GP : glande pinéale ; IML : colonne intermédio-latérde la moelle épiniére ; NPV : noyaux para-
ventriculaires de I'hypothalamus ; NSC: noyaux atgiriasmatiques de I'nypothalamus. La barre
blanche et noire représente l'alternance jourfleiia lumiere.
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La lésion des NSC abolit le rythme de sécrétionnmdatonine, mais augmente les
niveaux de base pendant le jour, qui correspondans ce cas a environ 30% des valeurs
nocturnes observées chez des animaux intdetsdau-Lenzt al., 2003. Ceci confirme le
réle inhibiteur des NSC durant le jour et constamingimulateur des NPV. Cependant, les
valeurs nocturnes chez ces animaux sont identigussles de jour, montrant donc que les
NSC n'ont pas qu'une action inhibitrice duranblérj mais également une action stimulatrice
nocturne. Celle-ci dépend essentiellement du glatancar I'application d'un antagoniste des
récepteurs NMDA dans les NPV durant la nuit subjecentraine une diminution de la
synthese de mélatonin@drreau-Lenzt al., 2009). Ainsi les NSC assurent un contrble trés
strict sur la glande pinéalga une inhibition diurne et une stimulation noctudes NPV.

Les NPV projettent des fibres contenant de l'odpmet de I'AVP en direction des trois
segments supérieurs de la moelle épiniére pouintem les colonnes intermédiolatérales
(Larsen, 1999; Larseret al., 1998; Teclemariam-Mesbabt al., 1997. Ces derniéres,
éléments préganglionnaires, innervent les GCS tamnspartie rostraleHeusset al., 1989;
Strack et al., 1989 via des fibres majoritairement cholinergiquesaga et al., 199)). Le
dernier relais que sont les GCS constitue un éléraetivateur sympathique dont 1% des
neurones environ innervent la glande pinéateden, 1990 Les fibres sympathiques forment
un réseau dense pénétrant dans la glande pinéal&e viierf conarien. Elles contiennent

majoritairement de la noradrénaline (NA), mais égant de la dopamine et du NPY.

2. Sites d'action de la mélatonine

Le message hormonal délivré par la mélatoninedstrainé vers les structures centrales
et périphériquesia sa libération dans le systeme sanguin, mais égaledirectement dans le
liquide céphalo-rachidien\{alpauxet al., 2001; Tricoireet al., 2002; Tricoireet al., 2003.
Chez toutes les especes de mammiferes, plus detd@ures cérébrales et 30 structures
périphériques possédent des sites de liaison aélatonine {lasson-Péveet al., 1994;
Morganet al.,1994; Vanecek, 1998, pour rev)ieEn ce qui concerne les structures centrales,
ils sont présents dans les HDM et HVM, l'aire ptépe médiane, les PVT, la rétine, les
NSC et la PT. Cependant, il existe une grande biéiteadans la localisation et le nombre de
structures marquées, ainsi que dans l'intensitéalquage des différentes structures chez une
méme espece et d'une méme structure entre espaEres. toutes les structures marqueées,
seules les NSC et la PT sont communes a toutespeses, avec un marquage plus important

dans la PT{lasson-Pévett al.,1994; Morgaret al.,1994, pour revuds
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Les sites de liaison a la mélatonine sont claseédeex familles selon leurs propriétés
pharmacologiques : les sites de liaison a hauteitéff(Kd<200pM) et a faible affinité (Kd
environ 10nM). Trois sites de liaison a haute #firont été définis comme des récepteurs :
MT1, MT2 et Mellc, ce dernier n'étant exprimé quez les vertébrés non-mammaliens
(Reppertet al.,1996; von Galkt al.,2002b, pour revug¢sMT1 (Reppertet al., 1994 et MT2
(Reppertet al., 1999 sont des récepteurs couplés a une protéine Gitnte de I'Adénylate
Cyclase. Cependant, d'autres signalisations ontdététes, impliquant le GMPc (pour les
MT2), le diacylglycérol (DAG), l'inositol triphosple (IP3) et le calciunmtracellulaire
(C&t) (New et al., 2003; Vanecek, 1998: von Gait al., 20020). Les récepteurs MT1 sont
majoritairement exprimés dans les NSC, la PT eelweau, alors que les MT2 apparaissent
plus spécifiques de la rétinedpperiet al., 1995; Repperet al., 1994). Chez I'homme, seul le
MT1 s'exprime dans les NSQ@VEaver & Reppert, 1995alors que chez le rat, le récepteur
MT2 s'exprime également\(anet al., 1999. De plus, chez les hamsters syrien et sibérén, |
récepteur MT2 n'est pas exprim@daveret al., 1999.

Les sites de liaison a faible affinité, MT3, copesdent a une enzyme cytosolique, la
Quinone Réductase 2, impliquée dans des mécanidorgdo-réduction, expliquant les
propriétés anti-oxydantes de la mélatonifegjearet al.,2000; Taret al.,2007.

3. Effets de la mélatonine sur la physiologie saiso  nniére

La plupart des animaux a reproduction saisonniglisant les variations annuelles de la
photopériode pour se repérer dans l'année et amigiper les variations environnementales
grace au systeme de mesure du temps qu'est lee'ytreécrétion de mélatonine contrdlé par
I'hnorloge des NSCMalpauxet al., 2001; Malpauxet al., 1999; Pevet, 1988; Pevet, 2003,
pour revuek En fonction de la période de reproduction, Iesnaux sont classés en deux
catégories : les animaux de jour long qui se ragsaht au printemps/été et ont une durée de
gestation courte (exemple du hamster syrien) etaesnaux de jours courts qui se
reproduisent en automne/hiver (exemple du mout®@gns chaque cas, il existe une
photopériode critique en dessous ou au dessusodellla les animaux sont sexuellement
inactifs ou actifs. Chez le hamster syrien, parngde, cette photopériode critiqgue est de
12h30 de lumiére par jour. En dessous de cetteunal®rganisme interpréte le signal
lumineux comme une photopériode courte et il enlt@sine inhibition de la reproduction se
manifestant par une diminution de la biosynthese ldemones gonadiques, et une atrophie
des gonadedigure 7, Gaston & Menaker, 1967; Pevet, 1)88
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Figure 7 : La photopériode régule I'activité sexuelle chez leamster syrien via la mélatonine.
L'activité sexuelle des animaux est suivie en medula poids des testicules chez les males.
Lorsque les animaux sont en photopériode longuesoitg sexuellement actifs. 8 a 10 semaines
aprés leur transfert en photopériode courte, ilgietment sexuellement inactifs (les gonades
régressent). La pinéalectomie empéche cette régmesn photopériode courte, impliquant
directement la mélatonine dans ce mécanisR.. photopériode courte ; PL : photopériode

longue. (d'apréfKevel, 200y

a) Mélatonine et reproduction

La mélatonine est directement impliquée dans letréten de l'axe reproducteur,
puisqu'une pinéalectomie inhibe l'atrophie des demsaen photopériode courte chez des
hamsters syriensfigure 7, Pévet, 1988 La durée du pic nocturne de mélatonine étant
corrélée a la durée de la nuit chez toutes lescespétudiéess(monneaux & Ribelayga, 2003
pour revuy, la durée de ce signal semble donc étre le pdrane plus important pour le
codage de l'information photopériodiqtigre 8). Des injections ou infusions de mélatonine
exogene d'une durée équivalente a un signal de ghpeopériode courte a des hamsters
syriens pinéalectomisés et placés en photopérmugue miment I'effet de la photopériode
courte sur I'axe reproducteur, alors que celleg thodurée correspond a un signal de type
photopériode longue n'ont aucun efféta(tnesset al., 1993 pour revie De méme, des
injections en fin de jour chez des animaux en pté&iode longue non pinéalectomisés, donc
prolongeant la durée de présence de la mélatomdegéne, permettent I'apparition d'une

physiologie de type photopériode courte(fer, 1987; Tamarkiat al.,1977; Tamarkiret al.,
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1976. Cependant, des injections réalisées en débjuden’'ont pas d'effet, ce qui amene une
autre hypothése : I'existence d'une fenétre deilsktésa la mélatonine, ou hypothése de
coincidencef{gure 8). Chez des hamsters syriens pinéalectomisés dop@rmde longue ou
courte, l'administration de deux pics consécutiEsrilatonine exogene de 2h30 et séparés de
3h (correspondant a un signal de type photopéricaierte) permet l'apparition d'une
physiologie de type photopériode courte. Cependanh'est pas le cas lorsque les deux pics
sont séparés de 5h30, montrant bien que la présknogélatonine a un certain moment du
cycle LD est importante dans la mise en place dédanseRitroskyet al., 1995; Pitrosky &
Pévet, 199). De plus, cette réponse est possible lorsquedes pics sont administrés de jour
avec le méme écart, alors que l'administrationelixigme pic seulement durant la période de
sensibilité nocturne supposée n'a aucun effet. Sleggere donc que c'est le début du pic de
mélatonine qui dirige cette période de sensibilAé-dela de ces deux hypothéses, une
troisieme peut également étre prise en compte,qgeonon prouvée expérimentalement :
I'amplitude du pic de mélatonine. En effet, cheadmbreuses especes, le pic de mélatonine
présente une amplitude plus importante en photogercourte qu'en photopériode longue

(voir figure 8, Simonneaux & Ribelayga, 2003 pour rejue

A. Durée
d -
| I |
I — —
Fenétre temporelle de
B. Coincidence | e &o®
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C. Amplitude i
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, | ] ‘
Photopériode Photopériode
longue courte

Figure 8 : Représentation schématique des différerdehypothéses du mode d’action de la
mélatonine sur le contrble des fonctions saisonnigs.d: durée ; a: amplitude ; les barres noires

et blanches représentent respectivement la nigitjetr. (d'apreSimonneaux & Ribelayga, 2003
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Bien que les effets de la mélatonine sur la phggiel saisonniere soient aujourd'hui
clairement établis chez de nombreuses espédemn{ux et al., 2001; Pévet, 1988; Peévet,
2003 pour revugsles cibles de cette hormone ne sont pas entaireroent identifiees. Elle
agirait préférentiellement sur différentes ciblgpdthalamiques en fonction de I'espéce : les
NSC chez le hamster sibérien et I'nypothalamus obégal chez le hamster syrien et le
mouton Bartnesset al.,1993; Malpauwset al.,2001; Malpawet al.,1999.

Les mécanismes d'action de cette hormone restal@négnt encore incompris, méme s'il
est clairement établi que la mélatonine agit swélerétion de GnRH\(alpauxet al., 2007).
Tres récemment, un lien entre la mélatonine emnRIGa été montreia la régulation du gene
KISS-1 codant pour les kisspeptines, des peptides stiewrla de l'axe gonadotrope et
exprimés difféeremment selon la photopérioge\(elet al., 2007 pour revue L'expression de
KISS-1est diminuée en photopériode courte, et une moeahie prévient cette diminution,
confirmant donc l'effet inhibiteur de la mélatonisgr I'expression de ce gérfee(elet al.,
20069. De plus, I'administration de kisspeptine a dasisters syriens en photopériode courte
permet de réinduire la croissance testiculaire méatonine régule également I'expression
d'autres génes au sein de I'hypothalamus médiobasahe par exemplBio2, codant une
enzyme permettant la conversion de la prohormonenr4a forme active T3 et impliquée
dans le contrdle de la reproducticte(/elet al.,2006b; Watanabet al., 2004, ou encore les
genes de la famille des RF-Amides également régualeka photopériodeevelet al., 2009.

La mélatonine pourrait donc agiia des cibles multiples dont le but est le contréteal ou
indirect de la fonction de reproduction, toutes césdes agissant de facon isolée ou en

synergie.

b) Mélatonine et prolactine

La prolactine est une hormone synthétisée ppata distalisde I'hypophyse et impliquée
dans les variations photopériodiques de la coudeupelage et de la lactation. Elle présente
un profil de sécrétion photopériodique avec un maxn en photopériode longue, que les
animaux soient de jours courts ou de jours lohgs:0In et al.,2003a; Lincolret al., 2003}).
Cependant, Ipars distalisne posséde pas de récepteurs a la mélatoninesetaiedonc pas
une cible directe de cette hormone. En revanch@Tlasituée a proximité, en possede de
nombreux et pourrait étre le site d'action de ldatoéine. En effet, des expériences de co-
cultures montrent que les cellules de la PT neeséat pas de prolactine, mais stimulent sa

libération par les cellules de faars distalis(Hazlerigget al.,1996; Morgaret al., 1996).
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La mélatonine agit sur la Pfia le contrdle des genes horloge, notamnpani, cryl et
rev-ertn (Dardente, 2007 pour revuel'expression de ces genes est rythmique daRg Ja
avec un pic deerl en début de jour et un pic deyl en début de nuit. Elle varie avec la
photopériode, les effets étant différents selorefgmces : le pic deerlreste toujours centré
sur le début du jour, avec des niveaux plus faiBlegphotopériode courte chez le hamster
syrien et le mouton L(ncoln etal., 2002; Messageet al., 1999, alors qu'il devient
arythmique chez le hamster sibériénl{nstoret al.,2005; Messagest al., 2000. Le rythme
d'expression dperl chez des souris mutantes pour les réceptdtikest aboli Giehleet al.,
2002; von Gallet al., 20029. De plus, une injection de mélatonine en fin dé& chez le
hamster syrien inhibe le pic ¢eerl en début de jour{essageet al., 1999, suggérant un
effet inhibiteur de la mélatonine sur l'expressamperl A linverse, l'expression deryl
chez le rat est induite en début de nuit par ujeetion de mélatonineb@rdentest al.,2003.

L'hypothése la plus courante sur le contrble deélarétion saisonniére de prolactine est
que la mélatoninejia son profil rythmique photopériodique, permet deteer I'expression de
perletcryl respectivement sur le début de jour et de nuits@# ensuite les différences de
phase entre I'expression de ces deux génes eiofouet la photopériode qui permettraient le
contr6le saisonnier de la synthese et de la liératle prolactine par lgpars distalis
(Dardente, 2007 pour revlueCependant, le lien existant réellement entrepiession des

genes horloge dans la PT et la libération de ptiokceste encore a établir.

4. Effet de la mélatonine sur I'horloge circadienne

En plus de ces effets dans la régulation des rnghsaésonniers, la mélatonine joue
également un réle dans l'entrainement de I'hortigadienne Revet, 2008 En effet, une
infusion journaliére de mélatonine exogene, a dsesl pharmacologiques, entraine le rythme
d'activité locomotrice a 24 heures chez le raedtdmster lorsque les animaux sont placés en
DD (Pitroskyet al., 1999; Schuhleet al., 2002; Slotteret al., 1999. Cet effet n'est visible
que lorsque l'administration de mélatonine coin@sec le début de l'activité locomotrice
endogene (CT12). Des effets similaires ont étémisten vitro : la mélatonine cause une
avance de phase de l'activité électrique des NSGhite la fréquence de décharge ainsi que
I'excitabilité des neurones des NSC, avec un gffas important a la transition jour
subjectif/nuit subjectivevpn Gallet al., 2002h). Cependant, cet effet sur la synchronisation
de I'horloge a lieu a un moment ou la mélatonirdogane n'est pas présente et n'‘est possible

gu'avec des doses pharmacologiques. De plus, méalpctomie, supprimant le rythme de
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mélatonine endogéne, n'a pas d'effet sur le rytlbtaetivité locomotrice Cheung &
McCormack, 198p Néanmoins, des souris ne produisant pas de anéiat (souche C3H)
montrent une amplitude des réponses a un créneandux plus importante que des souris
en produisant\on Gall et al., 1999, et une pinéalectomie induit une diminution de la
fréequence de décharge des neurones des NSC (Ru¥ak 8993), supposant tout de méme
un réle pour la mélatonine endogene.

L'action de la mélatonine sur la synchronisatios N&C passe essentiellement par les
récepteurs MT2, alors que les MT1 seraient resii@sale I'inhibition de I'activité électrique
(Jinet al.,2003; Liuet al.,19979. Cependant, chez le hamster sibérien qui ne degsas de
récepteur MT2, les décalages de phase induits pandlatonine sont toujours visibles
(Weaveret al., 1996, suggérant certainement une redondance des dmepteurs chez
certaines especes. D'un point de vue moléculdapplication de mélatonine sur les NSC
n‘affecte que I'expression rythmique Rev-erla avec une avance de phase immédiatement
suite a l'application de mélatonine a la transijiomr subjectif/nuit subjectiveAQez et al.,
2007, I'expression des autres genes horloge montradgunalage de phase la deuxieme nuit

suivant l'applicationfoirelet al.,2003.

E. Conclusion : [I'horloge et la mélatonine délivren t une information

temporelle a I'organisme

L'adaptation des organismes aux changements arseglsonditions environnementales,
notamment la durée du jour et de la nuit, est asspar un systeme de lecture du temps
permettant I'anticipation de ces variations. Paoutes les structures intervenant dans cette
adaptation, I'horloge et la glande pinéale corestitwin couple important dans la distribution
de l'information journaliére et saisonniére a lamgme. L'information photopériodique codée
et transmise par I'horloge est traduite dans ladgapinéale en une sécrétion rythmique
nocturne de mélatonine, dont la durée varie praparellement a la durée de la nuit. Grace a
cette dynamique de synthése et de libération, lEtoméne assure un réle de messager
endocrine nécessaire a l'adaptation de certaimegidos physiologiques a la photopériode
ambiante (par exemple la reproduction).

Afin de comprendre comment la synthése de mélatomist restreinte a la période
nocturne du nycthémere, il apparait important dependre les mécanismes cellulaires et

moléculaires régulant cette synthése dans la glpiméale.
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Il. Régulation de la synthese de mélatonine dans la glande pinéale

des mammiferes

La majorité des recherches sur I'anatomie, I'fagiiel I'embryologie et l'innervation de la
glande pinéale ont débuté a la fin du XIXe siéClest ainsi que sa ressembance avec l'organe
épiphysaire fut évoquée, ainsi que son origine gigmétique : elle dérive de l'organe
photorécepteur. C'est suite a la découverte dwekéstant entre le cycle LD et la synthése de
mélatonine, et surtout de son réle physiologiques tps chercheurs se sont intéressés a la
caractérisation des mécanismes régulant cette esmthdu contréle par I'horloge aux
événements moléculaires internes a la glande mnéaljourdhui, il reste encore de
nombreux aspects a éclaircir concernant ces ménasjsnotamment en termes de différences
inter-spécifiques dans le profil du rythme (ammlgudurée, etc).

L'objectif de cette partie est d'expliquer le foamehement cellulaire régulant la synthése
de mélatonine chez les mammiféres, de l'innervatieria glande pinéale a la genése du
rythme de mélatonine, en passant par les voiesgialsations impliquées. Pour cela, les
données présentées se focaliseront sur les étédésées chez le rat, le modeéle le plus

couramment utilisé.

A.La glande pinéale, une structure neuroendocrine sous influence
1. Morphologie et types cellulaires

La glande pinéale est une structure neuroendoprioeenant d’'une évagination du toit
du diencéphale. Chez les mammiféres, elle formestmeture impaire et compacte, de forme
pyramidale, située entre les commissures habéaulketr postérieure, a l'exception des
rongeurs ou elle migre en position dorsale. Chex-cela glande pinéale est divisée en trois
parties : la glande pinéale superficielle situéieecles hémispheres cérébraux et le cervelet, la
glande pinéale profonde qui constitue le pointtatite de la glande & proximité dt"3
ventricule, et la tige épiphysaire faisant le lgmire les deux partiesi@ller & Baeres, 20012
Cette glande posséde une vascularisation richpagmet une diffusion rapide des produits de
sécrétion. Les vaisseaux sanguins sont entounéeghace périvasculaire s'invaginant dans le

parenchyme, permettant d'augmenter la surfaceffilsidn. Cet espace semble avoir un réle
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fonctionnel important, puisque la majorité des ieaisons nerveuses et des prolongements
des pinéalocytes terminent a ce niveguarfsek & Reiter, 19921l est également possible
que les produits de sécrétion, dont la mélatonsoéent directement libérés dans 1&"3
ventricule. En effet, chez le mouton, les concédiuing en mélatonine sont tres importantes
dans celui-ci, avec des niveaux plus élevés de(lnaitbauxet al.,2001; Tricoireet al.,2002;
Tricoire etal.,, 2003, et chez les rongeurs, la glande pinéale profopdsséde des
pinéalocytes fonctionnels exprimant toute la magehé nécessaire a la synthése de
mélatonine Garidouet al.,2001; Ribelaygat al.,19989.

La glande pinéale est constituée majoritairemenpidéalocytes (90%), des cellules
dérivant des photorécepteurs. Chez les poissossan®hibiens et les reptiles ces cellules
sont trés semblables aux cones de la rétine eecigsent I'information lumineuse en influx
neveux [alon, 1999 pour revi)e Cependant, chez les mammiferes, ils ont perdte ce
capacité et se sont speécialisés en cellules nedwoenes. La glande pinéale contient
eégalement des cellules gliales (environ 10%, naa@dportion varie en fonction des espéces),
majoritairement des astrocytes, quelques raresonesr dont la fonction reste encore

inconnue [arasek & Reiter, 1992et quelques cellules phagocytairgss(ler et al.,2009.

2. Afférences nerveuses

L'innervation majeure de la glande pinéale esttitolée par la voie hypothalamo-pinéale
(voir section 1.D). Bien que cette voie soit la principale contrblEnsynthése rythmique de
mélatonine, d'autres afférences centrales et giqies semblent intervenir. La destruction
des fibres sympathiques provenant des GCS paramglignectomie ne détruit pas toutes les
fibres nerveuses innervant la glande pinéale, peistes fibores NAergiques et NPYergiques
innervant la partie profonde de la glande pinéalesiptent lfloller et al., 1998; Zhancet al.,
1997), impliquant donc I'existence de fibres extra-sgthjmues. Ces afférences sont toutefois
moins denses que linnervation provenant des GC8xiste ainsi diverses connections
neuropeptidergiques entre la glande pinéale etaioed structures centrales : AVP et
ocytocine en provenance des NPNu(s & Pévet, 1980; Larseet al., 1991, NPY en
provenance des FIGM(kkelsen & Maller, 1990; Maglleret al., 1990, substance P en
provenance des noyaux habénulairesrnekleiv & Kelly, 198). Il existe d'autres fibres en
provenance des NR dorsal (5-HT Leander etal., 1999, de [I'hypothalamus latéral
(hypocrétine ;Fink-Jensen & Magller, 1990; Mikkelseet al., 2000) et de I'hypothalamus
postérieur (histaminellikkelsenet al.,1992).

36



La glande pinéale est également innervée par dessfparasympathiques en provenance
des ganglions pterygopalatins (sphénopalatins td®zongeurs) et otiquesdrsenet al.,
1998; Larseret al., 1991; Mgller & Liu, 1999; Shiotaret al., 1986, contenant du VIP et de
I'Ach (Shiotani et al., 1986. Il existe également une innervation provenantgamglion
trigéminal et contenant essentiellement de la anost P, du CGRP et du PACAR{ller &

Liu, 1999; Reuss, 1999; Shiotatial., 1986.
La glande pinéale recoit des afférences diverseses pouvant potentiellement moduler

la synthése de mélatonin®ihonneaux & Ribelayga, 2003, pour re)ue

3. Influences endocrines

La glande pinéale, située a I'extérieur de la ésrmémato-encéphalique, peut également
étre la cible de nombreuses hormoriési{er & Baeres, 2002 Des sites de liaison nucléaires
a l'oestradiol, la testostérone et la progestémnieété décrits chez le rat{rdinaliet al.,
1983; Vacazt al., 1979. D'une maniére générale, la testostérone stifildenandezt al.,
1990 et les oestrogenes inhibent la synthése de nmif&ten agissant sur l'activité de ses
enzymes de synthesédyashi & Okatani, 1999; Hernandez-D&izl., 2007). Leur action se
ferait également par une modification de la liiératie NA ou une modification de la densité
des récepteurs adrénergiquéso(iso et al., 1995; Hernandeet al., 1990; Yie & Brown,
1995. Cependant, l'effets des stéroides sexuels ssyninese de mélatonine en conditions
physiologiques, par exemple au cours du cycle ieestthez la ratte, restent controversées
(Johnsoret al.,1982; Ozaket al.,1978; Rollaget al.,1979; Skorupa&t al.,2003.

Les glucocorticoides pourraient également modalsyhthése de mélatonine. Chez le rat,
le poulet et la truite, ils inhibent I'activité 4AA-NAT et la synthese de mélatonine induite
par la NAin vivo etin vitro (Benyassiet al., 2001; Zawilska & Sadowska, 2002; Zhao &
Touitou, 1993). Cependant, l'activité de I'AA-NAT et la synthede mélatonine dans la
glande pinéale de rat sont potentialisées dansgtiggles en culture préalablement pré-
incubées 48h avec de la corticostéranerieiraet al., 2005. Les effets des glucocorticoides
ne sont pas encore tres clairs, mais ils pourrareauler le métabolisme de la glande pinéale

lors de situations de stress, de réaction d'inflatron ou encore durant le développement.

4. Influences autocrines/paracrines

La glande pinéale est également sous l'influenciacteurs autocrines. En premier lieu,

la mélatonine exogene peut modifier certains pananphysiques et biochimiques internes a
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la glande comme lactivité de ses enzymes de ssatlgeecire & Cardinali, 1975 la
libération de la NA Chuluyanet al., 1997 ou encore la libération de 5-HW{guezet al.,
1995. La 5-HT est un précurseur de la mélatonine statdns des vésicules cytoplasmiques
(Hayashiet al., 1999, avec une concentration plus importante de jaug de nuit. Elle est
sécrétée par les pinéalocytes avec un maximum leat d& nuit {/liguez et al., 1997; Sun

et al., 20029. Elle ne stimule pas directement, mais potestala sécrétion de mélatonine
induite par la NA {liguez et al., 1997; Sugden, 199)aElle permettrait d'augmenter la
synthése de mélatonine en début de nuit lorsgliteéieation de NA est encore modérée.

La glande pinéale synthétise et libere égalememiutamate et du GABA. Le glutamate
est présent en grandes concentrations dans leslqugtes et les cellules gliales et est libéré
suite a une dépolarisation de la membrane plasniiglugte par I'action de I'acétylcholine sur
les récepteurs nicotiniquesg(z et al., 1997; Yamadaet al., 19989. Il inhibe I'accumulation
d'AMPc induite par la NA et par conséquent la sgathde mélatonine’ émadaet al., 1996;
Yamadaet al., 1998h). De plus, le glutamate peut réguler la libéragmésynaptique de NA
(Wanget al., 1992. Le GABA est également synthétisé et libéré darglande pinéale ou il
inhibe la synthése de mélatonine via les récept&ABA, et la libération de NA via les
récepteurs GABA(Rosensteirt al.,1990; Rosenstelet al., 1989.

B. La voie de biosynthese

La premiere étape de la biosynthése de la mélaagsh la capture du Tryptophane par
les pinéalocytes a partir de la circulation sangulre Tryptophane est le précurseur de cing
voies métaboliques aboutissant a la synthese detbexyindoles fijgure 9), dont le plus
important physiologiquement est la mélatonine. €éftbsynthése fait intervenir différentes
étapes : une hydroxylation du Tryptophane en 5dwydryptophane par la Tryptophane
Hydroxylase (TpOH, EC 1.14.16.4), suivie d'une décaylation du 5-hydroxytryptophane
en 5-hydroxytryptamine ou sérotonine (5-HT) par Wwcarboxylase des Acides Aminés
Aromatiques (DAAA, EC A.1.1.28), puis une aceétydatide la 5-HT en N-acétyl-sérotonine
par I'Arylalkylamine-N-acétyltransférase (AA-NATCE2.3.1.37), et enfin une O-méthylation
de la N-acétyl-sérotonine en N-acétyl-5-methoxyttappine ou mélatonine par
I'Hydroxyindole-O-méthyltransférase (HIOMT, EC A1) Klein et al., 1981a, pour revi)e
Chacune de ces enzymes posséde des propriétésniopas et une régulation propre les
rendant plus ou moins importantes dans le rythmsydthése de la mélatonine.
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1. Du Tryptophane a la 5-HT : TpOH et DAAA

L'activité de la TpOH dans la glande pinéale & @levée et fait de celle-ci la deuxieme
structure cérébrale contenant le plus de 5-WHovénbergetal.,, 1967). Cette enzyme
mitochondriale catalyse la formation de 5-hydroxgtophane (5-HTP) a partir de
Tryptophane (Trp) et de tétrahydrobioptéribe{uchi & Barchas, 19)2

Les ARNm de larpOH sont exprimés avec un fort niveau de base dueajoiur chez le
rat, et ils augmentent d'environ 20% durant la (ititsancoret al., 1996. La protéine TpOH
a une taille d'environ 51 kiloDalton (kD) et unemdesie de 75 minutesSjtaram & Lees,
1979. Dans la glande pinéale de rat, I'activit¢ ddp®OH est élevée durant le jour et est
encore doublée durant la nufiglre 9, Ehretet al., 1991). Ce rythme dépend I'horloge
endogene car il persiste en DD et disparait encbhgdition ou la libération endogene de NA
est inhibée. La NA augmente l'activité de la Tp@&lla phosphorylation de la protéine par la
PKA (Ehretet al.,1991). Cependant, d'autres sites de phophorylatiofep@a/CaMK de type
Il pourraient réguler I'activité de la TpOH en praumant sa fixation a la protéine chaperonne
14-3-3 Ehretet al., 1989; Furukawat al.,1993; Yamauchi & Fujisawa, 19),%ien que cela
n'ai pas encore été démontré dans la glande pinéale

Le 5-hydroxytryptophane synthétisé par la TpOHdéstarboxylé en 5-HT par la DAAA,
une enzyme cytosoligue ubiquitaire dont l'activitéidépendante de la stimulation
noradrénergique, ne présente pas de variationsgberes Chan & Ebadi, 19891 Cependant,
son activité est augmentée en LL ou apres une igaegtomie Enyderet al., 1964; Snyder

et al., 1969, suggérant une régulation a long terme de I'eezym

2. De la 5-HT a la N-acétyl-sérotonine : AA-NAT

L'AA-NAT catalyse la formation de N-acétyl-sérotnai (NAS) a partir de 5-HT et
d'acétyl coenzyme A (AcCoA(lein etal., 1981a, pour rev)e Elle est exprimée a des
niveaux élevés dans la glande pinéale et les piw#pteurs de la rétine, et a des niveaux tres
faibles dans d'autres structures cérébrales (BPpobampe, cervelet, NSC) et périphérique
(testicules, glande de Harder, intestingpr(igin et al., 1995; Cooret al., 1996; Djeridane
et al., 2000; Fleminget al., 1999; Hamadat al., 1999; Kleinet al., 1997; Uzet al., 2002.
Cette enzyme est tres proche de I'‘Arylamine N-dtcéhsférase catalysant également
I'acétylation des amines aromatiques. Cependaati,duie les deux enzymes soient exprimées
dans la glande pinéale, seule I'AA-NAT intervieahd la synthése de mélatonine du fait de la

tres grande affinité de la 5-HT pour cette dern{gi@sin et al., 19849).
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Figure 9 : Voie métabolique de biosynthése des indshmines dans la glande pinéale. (A)a
voie métabolique de biosynthése de la mélatonibhdéagslus importante (fleches en gras) et fait
la TpOH, la DAAA, T'AA-NAT et’HIOMT. L'HIOMT est

particulierement importante dans la formation dasttes méthoxy-indoleB) Représentation

intervenir 4 enzymes:

schématique des variations nocturnes de I'actdétéa TpOH, 'AA-NAT, 'HIOMT ainsi que de
la synthése de mélatonine dans la glande pinéatatd@andis que l'activité de la TpOH et de
'HIOMT ne varie presque pas, I'AA-NAT subit de fostemodifications de son activité
exactement en phase avec le rythme de mélatoniaeepr@fil particulier fait de I'AA-NAT

I'enzyme limitante de la synthése de mélatoninapf@sSimonneaux & Ribelayga, 2003

Le géeneAa-nat présente une tres grande homologie de séquence lestdifférentes
especes chez lesquelles il a été clon&i§ et al., 1997, pour reviye Trois genes sont
présents chez les poissonAaFnatlaet 1b majoritairement exprimés dans la rétine, &ad'
nat2 majoritairement exprimé dans la pinéalefelbaumet al., 2004; Benyasset al., 2000;
Coon & Klein, 2006; Falen et al., 2003; Vuilleumieret al., 2007). En revanche, chez les
mammiferes et les oiseaux, un seul gene est présmnpose de 3 introns et de 4 exons, et

codant un ARNm dont la taille varie entre 1 et dh7 Chez les mammiféres, la régulation de
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I'expression de Aa-nat dépend de l'espece. Chez tous les rongeurs étldgsiveaux
d’ARNm sont indétectables de jour et augmentest laegement de nuit (100 a 150 fois),
alors que chez les ongulés et les primates, lesaniksont déja élevés de jour et n‘augmentent
pas ou tres peu de nuitl¢in et al., 1997; Simonneaux & Ribelayga, 2003, pour re)u€es
variations dépendent de I'norloge des NSC car pesistent en DD et sont abolies en LL.

La protéine AA-NAT est trés instable (demi-vie en®ret 5 minutes). Son activité est tres
faible de jour et augmente durant la nuit d'envitorfois chez le mouton et 'homme, et de 50
a 70 fois chez les rongeutsi€in et al., 1997; Simonneaux & Ribelayga, 2003, pour reyues
Les mécanismes permettant cette augmentation elitféselon lI'espece considérée, mais elle
est dans tous les cas directement controlée palodevia la voie hypothalamo-pinéale car le
rythme persiste en DD et est aboli en LL ou suimé |ésion des NSE&ein & Moore, 1979;
Moore & Klein, 1972. Chez toutes les espéces étudiées, le rythmegéndale synthése de
la mélatonine suit parfaitement le rythme d'addivde I'AA-NAT (igure 9), faisant de cette
dernierd’'enzyme limitante dans l'initiation et I'arrét de la synthese de mélatonineDe ce
fait, la plupart des études visant a étudier la réguladi® la synthése de mélatonine se sont
focalisées sur la régulation de la synthese etdgité de cette enzyme "donneuse de temps".

L'AA-NAT est une protéine cytosolique globulaire 83 kD composée de 8 feuillgts
et de 5 hélices chez le ratfgure 10A, Hickmanet al., 1999a; Hickmaret al., 19990). La
plus grande partie de la structure compose le "toatalytique, avec un domaine de liaison a
I'AcCoA et un domaine de liaison aux arylalkylangrgivisé en deux partiesigure 10B,
Klein, 2007. Dans sa conformation tridimensionnelle, le sé@&lytique forme une cuvette, le
site de liaison a I'AcCoA étant situé au fond déeed. Trois boucles, formées par des résidus
situés entre les hélicasl et 2, entre les feuilletB4 et 5 et entre les feuille$7 et 8,
appartenant au site de liaison des arylalkylamiioesient les bords de cette cuvette, et
permettent la formation d'une région hydrophobeéciman et al., 1999a; Hickmaret al.,
19990). Les boucles 2 et 3 sont rigides, tandis quelecke 1 est mobile et s'étend a l'intérieur
du site catalytique lorsque I'enzyme est inactiigufe 10C, Hickmanet al., 19991). Lors de
la fixation de I'AcCoOA, la boucle 1 se retire, agé ghange la conformation de la protéine et
libere l'acces au site de liaison aux arylalkylasifigure 10D et E Angeliset al., 1998,
Hickmanet al., 19990). La mobilité de cette boucle est due a la présetune séquence de
trois acides aminés, tres conservée chez les véstéqui permet également d'améliorer les
capacités catalytiques de lI'enzyme(liceket al.,2009. Lorsque la 5-HT est acétylée, la N-
acétyl-sérotonine est relarguée et le CoA diffilseinent hors du site catalytique.
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Figure 10 : Structure de la protéine AA-NAT. (A) Structure tridimensionnelle de I'AA-NAT
ovine (acides aminés 28-201). La partie centralecestposée de 8 feuillefs entourés de 5
hélicesa. (B) Représentation simplifiée de I' AA-NAT et des sifiesrégulation. Le site de liaison
aux arylalkylamines est composé de 3 boucles stdéepart et d'autre du domaine de liaison a
’AcCoA. Les extrémités C- et N-terminales contienindes sites de liaison de la PKA et de la
protéine 14-3-3, importants dans la stabilité deratéine. La séquence Cphotopériode longue
permet d'assurer la mobilité de la boucle 1 (LoofT).D et E) Structure tridimensionnelle de la
protéine AA-NAT ovine révélant la position des 3ubles formant le site de liaison aux
arylalkylamines. Le site catalytique forme une podams laquelle s’invagine la boucle 1 (en
rouge) lorsque la protéine est au repos (C). Lor$§gu€oA se fixe (D), la boucle 1 se déplace,

libérant le site de liaison des arylalkylamines lgoale bleue). (d'aprédickman et al., 1999a,)b

La protéine AA-NAT possede plusieurs sites de m@im aux extrémités N- et C-
terminales : deux sites de phosphorylation polKa, deux sites de liaison a la protéine 14-
3-3, ainsi qu'une lysine en position 10, importaddss la régulation de la dégradation de la
protéine par les protéasomdgyfre 10B, Gangulyet al., 2002; Klein, 2007; Kleiret al.,
1997, pour revugsDes sites de phosphorylation pour la PKC etdadihe Kinase de type Il
ont également été décrits.
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3. De la N-acétyl-sérotonine a la mélatonine : HHOM T

L'HIOMT est la derniere enzyme intervenant dansylathese de la mélatonine. Cette
protéine cytosolique catalyse la méthylation déldacétyl-sérotonine en mélatonine a partir
du cofacteur S-adénosyl-méthionin&lein et al., 1981c, pour rev)e La S-adénosyl-
méthionine est présente rythmiquement dans la glaidéale, avec une forte diminution
durant la nuit accompagnée d'une augmentation sldois de l'activité enzymatique de la
méthionine-adénosyltransféraser( et al., 2005a; Sitaranet al., 1999. L'HIOMT catalyse
préférentiellement la formation de mélatonine, mégalement la synthése des autres
méthoxyindoles dans la glande pinéafgure 9, Klein etal., 1981c; Simonneaux &
Ribelayga, 2008 Son expression est restreinte aux seuls orgayrghétisant la mélatonine
avec de fortes concentrations dans la glande ginéatle tres faibles quantités dans la rétine,
la glande de Harder et les intestinsa(dinali & Rosner, 1971; Cardinali & Wurtman, 1972
Pévetet al.,1980.

Le géeneHiomt code un ARNm de 1,7 kb chez le rat, dont la régiodante fait 1,1 kb
(Gauer & Craft, 1996 La séquence est peu conservée, avec seulemani®d d’homologie
entre les especes chez lesquelles il a été cldmexz @ rat, 'ARNmM deHiomt est exprimé
selon un rythme circadien dépendant de I'horlogdeeta NA, avec des quantités élevées
durant le jour et doublées durant la nuita(ier & Craft, 1996; Ribelayget al., 1999a;
Ribelaygeet al.,19991).

La protéine HIOMT a une taille d'environ 78 kD &irganise en dimeres de deux sous-
unités équivalentes de 39 kD. Cependant, la streichéme de la protéine posséde une grande
hétérogénéité entre les différentes espéeces étufiiééancet al., 1983. L'HIOMT est une
protéine tres stable dont la demi-vie est sup&i@u24 heuresBgrnardet al., 1995; Bernard
et al.,1996; Sugdeet al.,19873. Son activité est élevée durant le jour et néeviaas ou tres
peu sur 24 heurefidure 9) : une augmentation de 40 a 50% durant la nuié alécrite chez
le rat Ribelaygaet al., 1999a; Ribelayg&t al., 1997 et aucune variation chez le mouton,
I'hnomme ou le singeBernardet al., 1995; Cooret al., 2002). L'augmentation observée chez
le rat est maintenue en DD et inhibée en LL, sumgéun contrbéle par I'horloge endogéne
(Ribelaygaet al., 19999. Les variations de l'activité seraient régulées riveau post-
traductionnelia la phosphorylation par la PKA, la PKC ou encor€&séine Kinase de type
I (Gauer & Craft, 1996 L'HIOMT n'est pas limitante dans la synthesernaliere de
mélatonine, mais le serait pour les variationsray lterme de I'amplitude du pic nocturne de

mélatonine (voisection II.E).
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C. La voie de signalisation noradrénergique

La synthése de mélatonine dans la glande pinéalengig#e par I'activation de ses
enzymes de syntheseia différentes voies de signalisation contrélées péférents
neurotransmetteurs. Parmi toutes les afférencestetéda plus dense et la plus importante
dans la genese du rythme de sécrétion de mélatesiria voie hypothalamo-pinéale libérant
la NA. Celle-ci assure un couplage étroit entreylathése de mélatonine et le cycle i@
les NSC. En effet, une ganglionectomie abolit l[lhme d'expression de la synthése de la
mélatonine chez le rabDéguchi & Axelrod, 1972a; Deguchi & Axelrod, 1972pore &
Klein, 1974. De plus, une stimulation électrique des GCSy@uoaant une libération de NA,
augmente l'activité de 'AA-NAT et la synthése délatonine Bowers & Zigmond, 1980
Ces résultats démontrent le réle crucial de la MAsdla stimulation nocturne de la synthese
de mélatonine. De plus, la synthése de NA dandibbess sympathiques chez le rat et le
hamster Craftet al., 1989 ou sa libératiomn situ dans la glande pinéale chez le tatj(hout
et al., 1996a; Drijthoutet al., 19961 suit un rythme circadien évoluant en parallélecdkii
de la synthese de mélatonirigire 11). Cependant, I'implication de la NA a réellemetdt é
prouvée grace a l'utilisation d'agonistes et digoristes noradrénergiqués.vivo, l'injection
d'agonistes noradrénergiques durant le jour augmargynthése de mélatonine chez le rat a
des niveaux équivalents a ceux observes durantita((meguchi & Axelrod, 1972a; Klein
et al., 1983. Ces mémes agonistes permettent également delestitactivité de 'AA-NAT
et la synthése de mélatonimevitro (Buda & Klein, 1978; Klein & Berg, 1970; Kleiat al.,
1983; Simonneauet al., 1989. De méme, l'application d'antagonistes noradgiqeesin
vivo en début de nuit inhibe fortement le rythme detlsy®se de meélatonined¢guchi &
Axelrod, 1972a; Kleiret al., 1997; Kleinet al.,1983. La NA est le neurotransmetteur majeur
permettant aux NSC de réguler la synthese rythmigumélatonine dans la glande pinéale.

L'effet d'un neurotransmetteur sur un récepteurpeastordial pour conduire les effets
physiologiques associés. Cependant, le réceptelecuel il agit a également de I'importance,
car un méme neurotransmetteur peut agir sur plissiégepteurs et conduire ainsi des effets
physiologiques différents. Dans ce cadre, l'actienla NA sur la glande pinéale est un
exemple de choix, car responsable de la stimulateta synthése de mélatonivia I'action
sur deux types de récepteurs : les récepteurst -adrénergiques. Ces deux récepteurs
activent des voies de signalisations distinctesacehe ayant un role différent et

complémentaire dans la régulation de la synthésaélatonine.
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Figure 11 : Variations journalieres des récepteurs drénergiques, de la NA, de I'AA-NAT et

de la mélatonine dans la glande pinéalde rat et de hamster syrieno : densité des récepteurs
a-adrénergiques : densité des récepteyrsadrénergiques; ; MEL: contenu en mélatonine; NE :
synthése de NA; NAT: activité de 'AA-NAT (d'apreéangerl, 199).

1. La signalisation B-adrénergique

Les récepteurg-adrénergiques constituent un maillon indispensablia stimulation
nocturne de la synthése de mélatonine. Chez I¢ingctionin vivo ou I'applicationin vitro
sur des glandes pinéales d'un agonfstrénergique, l'isoprotérénol, permet de stimuler
I'activité de I'AA-NAT et la synthese de mélatoniaedes niveaux équivalents aux valeurs
nocturnes Buda & Klein, 1978; Deguchi & Axelrod, 1972a; Degud& Axelrod, 1972b;
llinerova & Vanecek, 1983; Kleiret al., 1983. De plus, linjection d'un antagonisfe
adrénergique, le propranolol, inhibe ces méme petr&as Deguchi & Axelrod, 1972a; Klein
et al., 1983, Parfitiet al., 1976. L'implication de ces récepteurs a été déemorthéz d'autres
especes de rongeur§dridou et al., 2002a; Garidouet al., 2003c; Reiteret al., 1987a;
Steinlechneret al., 1989, chez le moutonthan & Ebadi, 1980; Morgaat al., 1988), le
beeuf(Ruppel & Olcese, 1991; Schomerisal., 2002 et 'homme Cowenet al., 1985.
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a) Expression des récepteurs B-adrénergiques dans la glande pinéale

Les récepteurg-adrénergiques sont des récepteurs a 7 domainesniembranaires
couplés aux protéines G. Trois sous-types composette famille : les récepteufs
adrénergiques de type 1 fortement exprimés dartder et le cerveau, les réceptepys
adrénergiques de type 2 exprimés de facon plu® latdes récepteufs-adrénergiques de
type 3 fortement exprimés dans le tissu adipews Besous-types sont majoritairement
couplés aux protéinesaS, qui stimulent I'Adénylate Cyclase#ll, 2004 pour revie

Les récepteurg-adrénergiques de type 1 sont exprimés avec une €mnsité sur la
membrane des pinéalocytes de fatkinsonet al.,1986; Zatzt al.,1976. La densité de ces
récepteurs, analysée par la liaison de ligandsifgpées radiomarqués, suit un rythme
journalier et circadien chez le rdiglre 11, (Pangerket al., 1990, pour revi)e Globalement,
deux profils ont été décrits : I'un avec une dénsieximale en fin de jour et minimale en
milieu de nuit, et I'autre avec un maximum en railikz nuit et un minimum durant le jour. La
différence vient certainement du radioligand @ritiersusiodinisé) et/ou des conditions
lumineuses (LD 12:1f2ersusLD 14:10) utilisés Pangerlet al., 1990. Dans les deux cas, on
observe une diminution de la densité en fin de, mwitmoment ou l'activité de 'AA-NAT et la
synthese de mélatonine sont maximales. Un rythmdaddensité de ces récepteurs a
également été décrit chez le hamster syrien avenaximum en fin de jour et un minimum
en milieu de nuit, ou les valeurs moyennes sorg passes que chez le fgire 11, Panger!
et al., 1990. Le rythme disparait et la densité des réceptauggnente lorsque les animaux
sont placés en LL ou subissent une ganglionect¢oit et al., 1985; Gonzalez-Britet al.,
1988a; Gonzalez-Britet al., 1988l), suggérant un contrble par I'horloge via la NAARNmM
des récepterug-adrénergiques est également exprimé avec un ryjibumealier et circadien,
avec des valeurs nocturnes doublées par rapporvalaurs diurnes, ce rythme étant régulé
par la stimulatiorg-adrénergiqueCarter, 1993c; Molleet al.,1997; Pfeffeet al., 1999.

b) Conséquences de l'activation des récepteurs B-adrénergiques

e Stimulation de la production d'AMPc

La stimulation noradrénergique de la glande pindate vivo et in vitro) ou de
pinéalocytes en culture induit une augmentatiofadeoncentration intracellulaire en AMPc
(Deguchi & Axelrod, 1973; Klein & Berg, 1970; Stradd al., 1979. Celle-ci dépend
principalement de la stimulation des récept@uasirénergiquesieguchi, 1973; Kleiret al.,

1983; Parfittet al., 1976; Zatzet al., 1979 et implique une protéine Gs stimulant 'Adénylate
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Cyclase {linneman & lversen, 197%al'activité de cette derniere suit un rythme jalier
et circadien, avec un maximum durant la nuit/nuibjsctive {Veiss, 197). De méme
I'ARNmM de I'Adénylate Cyclase de type 1 suit urhmyé avec un maximum durant le jour et
un minimum durant la nuitf¢avaraet al., 1996. L'augmentation d'AMPc est rapide (5 a 15
minutes) et durable, avec une diminution progressorsque la stimulation est prolongée
(Stradaet al., 1972). Cette diminution est due a des phosphodiestgratigant I'AMPc en
AMP, et dont l'activité est maximale durant la nitm et al., 2007; Minneman & lversen,
1976hH. Un mécanisme de désensibilisation des récepfeadsénergiques par l'action de la
NA peut également étre responsable de cette dimmde sensibilité{angerkt al., 1990).

L'augmentation d'AMPc est nécessaire et suffisante stimulation de la synthese de
mélatonine. En effet, le traitement de pinéalocgissociés ou de glandes pinéales en culture
avec un analogue non-hydrolysable de 'AMPc, laigtyl-cAMP (dbcAMP), est suffisant
pour stimuler I'activité de 'AA-NAT et la synthede mélatonine chez le ratdrg & Klein,
1971; Kleinetal., 1970a; Kleinet al., 1970b; Romereet al., 1979. La stimulation de la
glande pinéale par de l'isoprotérénol, de la toxihelérique ou du dbcAMP provoque une
augmentation de l'activité d'une protéine kinase(ana & Lovenberg, 1971; Zatz & O'Dea,
1979, identifiee comme étant la PKA de type Wigrondeet al., 1997b; Marondest al.,
1999c; Schomerust al.,2002.

L'augmentation de 'AMPc et l'activation de la PKehtrainent d'autres événements
cellulaires, tels la synthése et I'activation denhreux facteurs de transcription (vegction
[l1'), une hyperpolarisation de la membrane des pings via I'activation de canaux

potassiques, nécessaire a l'activation de I'AA-N&&naet al.,1991; Parfitiet al., 1979.

e Stimulation de la production de GMPc

La stimulation noradrénergique de la glande pinéadeit également une production de
GMPc chez le rat{lein et al., 1981b; O'Dea & Zatz, 19)6Celle-ci est dépendante de la
stimulationp-adrénergique, car l'application d'isoprotérénaiat de phényléphrine (agoniste
spécifique des récepteussadrénergiques) augmente le GMPc en culture, ppliation
d'antagonistgd-adrénergique réduit cette augmentatigre(n et al., 1981b; Sugden, 1990b;
Vaneceket al., 1989. Elle fait intervenir une Guanylate Cyclase meaniaire, stimulée par
une protéine Gs sensible a la toxine cholériguey(len & Klein, 198)

D'un point de vue fonctionnel, 'augmentation de Rivh'a pas d'influence directe sur la
synthese de mélatonine. Des analogues non-hydbigsadu GMPc administrés a des

pinéalocytes en culture ont un faible effet surdascription de Aa-nat mais aucun effet sur
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son activité ou sur la synthese de mélatonine €t al., 1994; Roseboorat al., 1996; Seidel
etal., 1990; Spesseretal.,, 1993. Cependant, d'autres roles ont été proposés comme
I'inactivation de canaux calciques de typewih,l'activation de la Protéine Kinase G (PKG),
ce qui permettrait de stabiliser les membranesil( et al., 1999. Il pourrait également
augmenter la concentration en “Cdntracellulaire (C& i) via l'activation de canaux
cationiques $chaadet al., 19950). Un autre réle intéressant a été démontré récemmie
GMPc stimule l'activation des MAPK p42/44a la PKG, un mécanisme antagoniste de
I'AMPc (Ho et al., 2006. Ainsi, le GMPc, pourrait moduler I'activité d&A-NAT induite

par l'augmentation d'AMPc. De plus, l'inductionpiel dans la glande pinéale de rat dépend
de cette activation des MAPK par le GMPeifuharaet al., 2002, un mécanisme similaire a

celui observé dans les NSGi(ette & Mitchell, 2002, pour revie

2. Signalisation a-adrénergique

En plus des récepteurg-adrénergiques, la glande pinéale exprime égalerdest
récepteursa-adrénergiques. L'activation de ces récepteurs earengt pas a elle-seule de
stimuler I'AMPc, l'activité de I'AA-NAT ou la syndise de mélatonine, mais permet de
potentialiser les effets de la stimulation des pémarsp-adrénergiques chez le réigire 12;
Klein et al., 1983; Sugderet al., 1984; Vanecelet al., 1989. Le méme mécanisme existe
chez d'autres rongeurs comme le hamster sytiendouet al.,2003a; Santanet al., 1989b;
Stankovet al., 1990. Cependant, ce réle potentialisateur des récepieadrénergiques n'est
pas clairement établi chez le moutdfmofganet al., 1989; Morgaret al., 1988; Sugdeet al.,
19859 et n'est visible que sur l'activité de 'AA-NATez le boeuf$chomeruzt al.,2002).

a) Expression des récepteurs a-adrénergiques dans la glande pinéale

Les récepteurg-adrénergiques sont des protéines a 7 domainesrieanbranaires. Deux
sous-types composent cette famille : les récepteadrénergiques de type 1 majoritairement
couplés a une protéine Go, activant la phosph@ipas(PLC) et les les récepteuss
adrénergigues de type 2 majoritairement couplési& protéine Gi, inhibant I'Adénylate
Cyclase. Ces deux sous-familles comportent chadusaformes.

Les récepteura-adrénergiques de type 1 sont présents sur la nagmlges pinéalocytes
(Sugden & Klein, 1984; Sugdest al., 19859. Les ARNm des sous-types 1A et 1B sont
exprimés, mais seul le sous-type 1A semble trastuiprotéine $ugderet al., 1996; Sugden

& Klein, 1984). Elle présente un rythme journalier et circadiépendant de la NA, avec un
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Figure 12 : La stimulation des récepteursal-adrénergiques potentialise l'effet de la
stimulation des récepteursfl-adrénergiques sur l'activité de 'AA-NAT dans la glande
pinéale de rat.(A). Effet de concentrations croissantes d’'isop¥atél (ISO) en présence ou non
de 1 mg/kg de phénylephrine (PE) sur I'activité '@@INAT in vivo. Les glandes pinéales sont
prélevées 2h aprés l'injection. (B) Effet de conraions croissantes d’'ISO, de PE ou d'ISO/PE
sur l'activité de I'AA-NAT sur des glandes pinéalds rat en culture. (C) Effet d’'une dose
optimale d’1SO, de PE ou d'ISO/PE en fonction @ellirée de stimulation sur I'activité de I'AA-
NAT sur des glandes pinéales de rat en culture. K@t de concentrations croissantes de
propranolol, de prazosine ou des deux en débutudesur I'activité de I'AA-NAT in vivo. Les
glandes pinéales sont prélevées 2h aprés l'injecfibapreKlein et al., 1983

maximum durant la nuit{oonet al.,1997. Chez le rat, la densité de ce récepteur ne pie&se
aucune variation circadiennfigure 11), mais augmente en LL ou apres une ganglionectomie
(Pangerlet al., 1990. Au contraire, chez le hamster syrien, la deresttmaximale durant le
jour (Pangerl etal., 1990. Les récepteursu-adrénergiques de type 2, sont présents
majoritairement sur les terminaisons sympathiqGesi{ad & Klein, 1992; Simonneaekal.,
199)), ou ils inhibent la libération de NA°¢layoet al., 1977). lls sont également présent sur
la membrane post-synaptique ou ils stimulent larglade Cyclase \(enkataramaret al.,
1999, l'activité de I'AA-NAT et la sécrétion de mélatoe Gchaad & Klein, 1992
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b) Conséquences de l'activation des récepteurs a-adrénergigues

« Augmentation du C&'i

La stimulation noradrénergique de la glande pinéalait une élévation des niveaux de
Cd'i (Schaadet al., 1993; Sugderet al., 19870, avec un premier pic rapide et transitoire
suivi d'un plateau intermédiaire qui se prolonget tgue la NA est présentdigure 13,
(Schomerust al., 1995; Saeert al., 1994). Elle dépend essentiellement de la stinaraties
récepteursi-adrénergiques, puisque la phénylephrine, et mamplotérénol ou le dbcAMP,
mime cette réponsdidure 13), alors que l'application de prazosine, un antagendes
récepteursi-adrénergiques, l'inhibé.¢eet al., 2006; Saert al., 1994, Sugdeet al.,19870).

La réponse calcique des pinéalocytes est dépenddatimis des stocks intracellulaires et
extracellulaires de G& L'inhibition de linflux de C&'e inhibe le plateau de la réponse
(figure 13, Leeet al., 2006; Schomerust al., 1995; Saeet al., 1994; Sugdewet al., 19871).

De plus, I'application de thapsigargine, un agémtwant directement la libération des stocks
intracellulaires dépendants de I'Inositol triphcapeh(IP3), mime les effets de la NA sur
linflux de C&'e (Ho etal., 1996: Schomerustal., 1999. La libération des stocks
intracellulaires est dépendante de la stimulatienad PLC {Ho et al., 1988b; Smithet al.,
1979 : une inhibition de son activité abolit totalerhés réponses calciqueig(re 13, Lee

et al., 2009. La PLC clive les phosphatidylinositol en P3G (diacylglycérol), et I'lP3
agit sur le RE pour libérer les stocks d&'Qalo et al., 1988b; Schomeruet al., 1999. Le
calcium ainsi libéré active des canaux calciquesnbranaires responsables de l'influx du
Cd'e dans les cellulesfik & Ho, 1989: Leeet al., 2006).

¢ Potentialisation de la production d'AMPc et de GMRiigure 14)
La suppression du &z ou I'application de prazosine diminue l'actigigéAA-NAT et
la synthese de mélatoninél¢in et al., 1983; Roseboorat al., 1996; Zatz & Romero, 19)3
Cependant, I'élévation du €apar des ionophores ou par la stimulatidradrénergique ne
permet pas (ou trés peu pas rapport a 'AMPc)easellile de stimuler ces mémes parametres.
La stimulation B-adrénergique produit une augmentation des coratéoris
intracellulaires en AMPc et en GMPc de 7 a 10 &t a 4 fois respectivement. Si cette
stimulation est accompagnée d'une stimulatieadrénergique, I'augmentation passe alors a
100 fois {/aneceket al., 1985. Cette potentialisation est dépendante de l'antatien du
Cd'i, car des agents chélateurs du?'@aou des inhibiteurs des canaux calciques
membranaires l'inhibent, et des agents augmentiitiallement le C4'i la miment

50



A. B
;31.5 d \ u_g tay
= \ 3 '
ol ™\ B } - SRLE N R
- N L ™™ | i
=] \\~ \_}U\ 'J\Jl‘h\\“ = \ W P
& B J P e S I [
§ 3 - 4 \"'J_ _ ﬁ 0.5 == = = = = Prop
<054 NE <1 PE
%10 0 5 - B
w0 ' Time (min) §15 0 §
s | M 5 Timo
= ‘ ﬁ L 1.0 {ewin
%0'5 T \‘“"j‘w ;‘:":_ 1 e e it A 5
= — = = Ca?*free Q 0.5 = = — = Prazosin
NE < Iso
-Faqi22
N D.
:-3 L -‘IH" -_% W T L
# Ll:l 4 h Vot v,
? _ - -'-\.-\_- "-F‘h“ 41'_‘ y -
= NE Far NE "Fon = 0Ca™ - Gd* | CZAFBE - Nif
a 5 O 5 0 A0 30 40 5
Time [min)

Figure 13 : Réponses calciques enregistrées dans geséalocytes en cultureLes réponses
sont enregistrées par microfluorimétrie calciquecala sonde Fura-A. Les résultats sont exprimés
en ratio de fluorescence émise par le Fura-2 liéggport a celle du Fura-2 non |#R340/F380).

A. Réponse calciques induites par la NA (NE) sur dieSgbocytes de rat en culture, en présence
ou en l'absence de €zxtracellulaire.B. Réponses calciques induites par la phénylephtine e
I'isoprotérénol en présence respectivement de prapol et de prazosine (assure la spécificité du
récepteur stimulé). Les réponses calciques sontuitesdpar la stimulatiom1-adrénergiqueC.

La stimulation noradrénergique induit un influx delctum extracellulaire dépendant de la
libération des stocks intracellulaires de calciglte-méme dépendante de I'activation de la PLC.
En I'absence de calcium extracellulaire, la NA niiftcjue la libération des stocks intracellulaires
(pic). Si I'on remet du calcium dans le milieuplaase de plateau est alors observable. Si I'agtivit
de la PLC est inhibée (U-73122), aucune des deusns&s n'est observéb. L'inhibition de
I'entrée du calcium dans les cellules (0?Cat Gd*) ainsi que de la libération des stocks
intracellulaires (2APB) en cours de réponse proeogoe inhibition immédiate de la réponse
calcique. L’entrée de calcium dans la cellule néagieque par des canaux calciques sensibles a la
nifédipine. (d’apres.ee et al., 2006)
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(Ho et al., 1987 ; Hoetal., 1988c ; Sugdeet al., 1986 ; Hoet al., 1996). La stimulation
noradrénergique induit une translocation de la P&KQa membrane plasmique et une
augmentation de son activitigglure 14, Ho et al., 1987; Hoet al.,1988a; Ho & Klein, 1987b;
Ho et al.,1988c; Sugdeet al.,1985l). L'activation de la PKC se ferait préférentielrhpar

le C&", et dans une moindre mesure par le DAG ¢t al., 1988).

En ce qui concerne I'AMPc, le mécanisme de potgdateon impliqgue une stimulation de
la PKC par le CHi, et la PKC agirait en retour soit sur la protéf@esoit sur 'Adénylate
Cyclase pour stimuler leur activitéigure 14). En effet, une stimulation directe de la PKC
potentialise l'accumulation d'AMPc induite par laxibe cholérique (un activateur des
protéines Gs) ou par la forskoline (un activatear’Adénylate Cyclase)S(igden & Klein,
1989. Cependant, il est également probable que la&KCmodule I'activité de I'Adénylate
Cyclase, puisque son activation par |&'Cpotentialise Iégérement 'AMP¢&10 et al., 1991
Tzavareet al.,1996.

L'effet sur le GMPc est un peu plus complexe ekegsgite a la fois I'augmentation de
Cd'i et l'activation de la PKC. L'activation de cetlerniére n'induit qu'un faible effet
potentialisateur H{o et al., 1987; Hoet al., 19889, impliquant la phospholipase A2 et les
métabolites de I'acide arachidonique, stimulai@uanylate Cyclase‘(ik et al.,1991; Ho &
Klein, 19873. Un autre mécanisme implique une activation deN@S ("Nitric Oxyde
Synthase"), activant une Guanylate Cyclase cytpgeliet stimulant la production de GMPc
(figure 14, Ho et al.,1991; Linet al.,1994; Spessesdt al., 1993; White & Klein, 199h Cet
effet est dépendant de la stimulation de la $eggirénergique, qui induit la sensibilisation de
la NOS au complexe Ca/CaMKi( et al.,1994; Schaadt al., 19959 et/ou de l'activité de la
Guanylate Cyclase, via la protéine G&/hite & Klein, 1995, indépendemment de la
production d'AMPc.

« Autres effets du C&

En parallele de ses effets potentialisateurs accdmulation des nucléotides cycliques, le
Cd" induit également d'autres effets pouvant avoirdle dans la modulation de la synthése
de mélatonine. Premiérement, le?Cactive un canal potassique, créant ainsi un efflex
potassium responsable d'une hyperpolarisation deelabrane Cenaet al., 1991; Leeet al.,
2006; Parfittet al., 1979. En plus, il provoque une alcalinisation du cgloga I'activation
d'un échangeur N&H" dont l'inhibition réduit la synthése de mélaton{ri® & Chik, 1992;

Ho etal., 1989. Par ailleurs, le CGa est directement ou indirectement impliqué dans la

stimulation de certains facteurs de transcriptigarvenant dans la transcription dealnat
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ATP AMPC

Figure 14 : Voies de signalisation conduisant a lagpentialisation de la formation d’AMPc (A)

et de GMPc (B) dans des pinéalocytes de rdtes fleches pleines représentent une activation et
I'épaisseur des fleches est corrélée a I'importdocmécanisme dans la production de ces deux
messagers secondaires. Les ? représentent unaffei mais dont le mécanisme n'est pas encore
expliqué. aAR : récepteursi-adrénergiques; AC : Adénylate Cyclase; AMPc : Aaféne Monophosphate cyclique;
BAR : récepteurg-adrénergiques; Ga: calcium; Ca/CaMK : "Calcium/Calmoduline Kinase"; DAG : Didglycérol;

GC : Guanylate Cyclase; GMPc : Guanosine monoplaisptyclique; IP3 : Inositol triphosphate; NOS :itfld Oxyde

Synthase"; PiP2 : Phosphatidylinositol biphosphBt€A : Protéine Kinase AMPc-dépendante; PKC : Rnet&inase C;
PKG : Protéine Kinase G; PLC : Phospholipase C.
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3. Conséquences sur l'activité des enzymes de synth  ése de la mélatonine

a) Régulation noradrénergique de I'AA-NAT

e Reégulation transcriptionnelle

La stimulation noradrénergique de glandes pinéalesivo ou in vitro induit une
augmentation de la transcription déa‘nat chez la majorité des espéces. Cependant,
'amplitude de cette augmentation difféere énorménseton I'espece considérée. En effet,
chez le rat et d'autres rongeurs, I'expressionAdenatest trés basse, voire indétectable de
jour ou en condition non stimulée, et augmenteefodnt (entre 100 et 150 fois) de nuit ou
apres stimulation Garidou et al., 2003b; Garidouet al., 2002a; Garidouet al., 2003c;
Roseboonet al., 1999. Chez les ongulés, I'expression de I'ARNmM esk é&gvée de jour ou
en condition non stimulée et augmente de 50% deonuapres stimulation noradrénergique
(Coon et al., 1995; Craftetal., 1999; Privatet al., 1999. Aucune augmentation n'a été
détectée chez les primatésopnet al., 1996; Cooret al.,2002).

Chez les rongeurs, la transcription deathatdépend essentiellement de I'accumulation
d'AMPc. Cependant, une stimulatioradrénergique stimule trés légerement la transonpt
de lAa-nat suggérant donc une possible intervention du walcdans ce mécanisme
(Roseboonet al., 1996. De méme, l'effet potentialisateur de la stimolab-adrénergique
sur la stimulatiorp-adrénergique est minimal, puisqu'un antagoniséelrénergique n'a pas
d'effet sur les niveaux d’ARNm induits par une station -adrénergiqueKoseboonet al.,
1996. La stimulation noradrénergiqueia la formation d'’AMPc, active la PKA de type Il
(Maronde et al., 1997b; Marondeet al., 1999c; Schomerust al., 2002. Les sous-unités
catalytiques et régulatrices de cette protéineépargnt et les premieres transloquent dans le
noyau pour phosphoryler le facteur de transcrip@&®EB, qui se fixe alors sur le promoteur
de [Aa-natet induit la transcriptiorfigure 15, voir section I11.B, Baleret al.,1997; Maronde
et al.,1999a; Marondet al.,1997b; Roseboom & Klein, 1995; Schomeetigl.,2003.

» Régulation post-traductionnelle

La quantité de protéines et l'activité enzymatidad’AA-NAT, augmentent fortement de
nuit ou suite a une stimulation noradrénergiquez ¢bates les espéeces, indépendamment des
mécanismes de régulation de I'expression du gé®enlveaux sont indétectables de jour ou
sans stimulation et augmentent d'environ 10 foezdbs ongulés et les primates, et de 50 a 70
fois chez les rongeurs, de nuit ou suite a la sétrmn noradrénergique<(ein et al., 1997;

Simonneaux & Ribelayga, 20034 encore, l'activation de la voie AMPc/PKA tiem role
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Figure 15 : Régulation transcriptionnelle et post-taductionnelle de I'AA-NAT dans la glande
pinéale de rat. La figure représente les événements cellulairesn@géculaires régulant la
néosynthése de I'AA-NAT, l'enzyme limitante dansitlation et l'arrét de la synthése de
mélatonine. Dans un souci de clarté, les aspectsecoant la formation de I'AMPc et du GMPc
ont été simplifié et sont représentés en figureL&4.fleches pleines représentent une activation et
les fleches barrées une inhibition. Les ? représenite effet connu mais dont le mécanisme n'est
pas encore expliqué'AA-NAT est régulée par différentes kinases agisshinconcert soit pour
activer I'enzyme par phosphorylation, soit pourivact la transcription du généa-nat via

l'activation de facteurs de transcriptio/AR : récepteursa-adrénergiques; AA-NAT : Arylalkylamine-N-
acétyltransférase; AMPc : Adénosine Monophosphawique; AR : récepteursB-adrénergiques; CREB : "cAMP
responsive element binding protein"; GMPc : Guam®sinonophosphate cyclique; 5-HT : 5-hydroxytryptaaniou

sérotonine; JNK : "c-JUN N-terminal Kinase"; NAS\:acétyl-sérotonine; PKA : Protéine Kinase AMPc-giégante;

PKC : Protéine Kinase C; PKG : Protéine Kinase 4313 : protéine 14-3-3.
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majeur. En effet, la PKA phosphoryle directemenpratéine AA-NAT sur ses extrémités N-
et C-terminales{lein, 2007 pour reviye Cette phosphorylation favorise la fixation de la
protéine chaperonne 14-3-3, qui permet a la faitiVation de I'AA-NAT, mais également
une protection de I'enzyme contre la dégradatianlgs protéasomedigure 15, Ganguly

et al.,2002; Gangulet al.,2001; Gangulet al.,2005; Gasteét al.,1998; Klein, 2007; Klein
et al., 2002; Obsilet al., 2001; Schomeruet al., 2000. Cependant, la PKA ne serait pas la
seule a agir directement sur la protéine AA-NAT .dfiet, la stimulation de l'activité de I'AA-
NAT par le dbcAMP est potentialisée par des ionoghau C&', démontrant un mécanisme
en aval de la formation de 'AMPc et de I'activatae la PKA, directement par le calcium ou
via la PKC (Yu et al.,1993. De plus une activation directe de la PKC paPMA augmente
I'activité de I'AA-NAT via sa phosphorylation chez le bceuf et le fabdq et al., 2004;
Schomerust al., 2009). Ces modifications post-traductionnelles complétaiees expliquent
certainement pourquoi la potentialisation de Raigtide I'AA-NAT est plus importante que
I'effet observé sur les ARNnR(Oseboonet al., 1996; Schomerust al.,2002).

e Modulation de l'activité de I'AA-NAT par les MAPKfigure 15)

Trois MAPK sont exprimées dans la glande pinéale rdu : p42/44 (ERK %::
"Extracellular signal Regulated Kinase"), p38 eKJ(\c-JUN N-terminal Kinase"). p42/44 et
p38 sont régulées par la NA, avec cependant deamsiees différentsHo et al., 2009. In
vitro, p42/44 est activée (par phosphorylation) dés lBut®s apres une stimulation
noradrénergique, alors que l'expression de p3&mante qu'aprées 2 heuresh(k et al.,
2004; Ho & Chik, 2000 In vivg l'activité de p42/44 augmente 2 heures aprégheitdde la
nuit et son activation reste soutenue pendant Bkddo et al.,2003l) alors que celle de p38
n‘augmente qu'aprés 6 heurési et al., 2009). p42/44 est activée par la voie GMPc/PKG
(Ho & Chik, 2000, alors que p38 est activée par I'AMPc et &' Cindépendamment de la
PKC (Chik etal., 2009. L'inhibition de la phosphorylation de p42/44 daminue pas
I'activité de I'AA-NAT mais provoque un délai dassn activation, suggérant que p42/44
module le taux d'induction de l'activité de I'AA-NAHo et al., 2003a; Heet al., 2003h). En
ce qui concerne p38, son inhibition augmente Vaétde I'AA-NAT 6 heures apres le début
de la stimulation par la NA, suggérant un rble denségulation de I'amplitude du rythme
d'activité de I'AA-NAT, voire dans la régulation t& durée du rythme vivo (Man et al.,
2004. Son action pourrait également se faii@ l'inhibition de I'effet de p42/44\(ackova
et al.,2000.
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L'activation de JNK est induite par la voie AMPcRRO minutes apres la stimulation
noradrénergiqueChansarcet al., 2009. L'inhibition de cette kinase diminue la tranption
de IAa-nat Un des roles majeurs de JNK est de phosphog/lerdtéine c-JUN, un facteur de
transcription de la famille AP-1. Ainsi, son actigrourrait se faire par le controle

transcriptionnel deAa-nat viac-JUN (voirsectionlll, etsection |.B de la discussion

b) Régulation noradrénergique de la TpOH et de 'HI OMT

L'ARNm de la TpOH est exprimé avec un fort niveasdl augmentant faiblement (15 a
20%) suite & une stimulation noradrénergidiiesgncoret al., 1995; Besancoet al., 1996).
Cette augmentation se produit suite a l'augmemati@®MPc dans les cellules et fait
intervenir les facteurs de transcription NF-Y el 3 lieu de la voie classique impliquant la
phosphorylation de CREBC(te et al., 2002). Il en est de méme pour l'expression basale.
L'augmentation de 2 fois de l'activité durant lé Btisuite a la stimulation noradrénergique se
fait via la phosphorylation de la protéine par la PKAetet al., 1991).

L'expression basale délibmtest élevée, et la stimulation noradrénergique pyogaine
augmentation de 2 fois de I'expression de I'ARNmpablementwia la phosphorylation de
CREB Gauer & Craft, 1996; Ribelaygzt al., 19991). Contrairement a 'ARNm, I'activité de
la protéine, déja élevée en conditions basalest p&s stimulée par une application aigué
d'agonistes adrénergiquesl€in et al., 1970a; Kleinet al., 1970b; Ribelaygaet al., 1997,
mais l'activité est augmentée d'environ 40% la pait des mécanismes indépendants de la

NA et impliquant probablement le NPRipelaygaet al.,1999a; Ribelaygat al.,19990).

D. Régulation journaliere du rythme de sécrétion de mélatonine
1. Initiation de la synthése en début de nuit

In vivo, l'initiation de la syntheése de mélatonine esh@palement induite suite a la
libération de NA contrblée par les NSC. L'actionl@d®A sur ses récepteurs active les voies
de signalisation décrites précédemment et indidt]'&accumulation d'’AMPc, I'activation des
enzymes de synthese de la mélatonine. Etant denfogté activité basale de la TpOH et de
I'HIOMT, I'évenement majeur permettant linitiaticse la synthése de mélatonine est
I'activation de I'AA-NAT (lein etal., 19979). Chez toutes les especes de mammiféres
étudiées, la mélatonine augmente significativerdenant la nuit, mais son délai d'apparition

est plus ou moins long selon l'espéce.
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Chez les ongulés, les niveaux d’ARNm de&ailhat sont élevés durant le jour et
augmentent faiblement durant la nuit. Cependantte ctaible augmentation n'est pas
nécessaire a l'initiation de la synthése de méla¢grcar I'application d'actinomycine D, un
inhibiteur de la transcription, sur des pinéalosyg® culture n'inhibe ni la traduction de la
protéine AA-NAT ni la synthese de mélatonine indsipar la NA $chomerust al., 2000).
L'initiation de la synthese de mélatonine chezdegulés semble donc régulée au niveau
traductionnel ou post-traductionnel. En effet, plagation d'un inhibiteur des protéasomes
augmente l'expression de la protéine AA-NAT et Jatlsese de mélatonine dans des
pinéalocytes de boeuS¢homeruset al., 2000. Ainsi, que ce soit de jour ou de nuit, les
niveaux élevés de 'ARNmM déH&-natpermettent une traduction continue de la protéiAe A
NAT. De jour, celle-ci est dégradée par les praigaes, d'ou les faibles niveaux de protéine
et d'activité enzymatique. En revanche, de nuitesa la stimulation par la NA, la PKA
phosphoryle 'AA-NAT, favorisant sa liaison a laof@ine 14-3-3 qui lui assure une protection
de la dégradation par les protéasoniesgulyet al.,2001). Chez les ongulés et les primates
(extension du modéele), la synthese de mélatonihel@ régulée majoritairement par un
mécanisme post-traductionnel ne nécessitant paséd&anscription de Aa-nat De ce
mécanisme résulte une activation rapide de l'aétide I'AA-NAT et de la synthése de la

mélatonine, qui surviennent moins d'une heure dprddbut de la nuit{lein et al., 1997).

La synthese de mélatonine chez les rongeurs nercipas aussi rapidement que chez
les ongulés et nécessite un délai d'au moins 2ifebeou plus suivant I'especérionneaux
& Ribelayga, 2008 Chez le rat et le hamster syrien, l'injectinrvivo d'actinomycine D en
début de nuit inhibe totalement l'activité de I'NWT et la synthése de mélatonine
(Gonzalez-Britoet al., 1990; Romercet al., 1979. Le délai observé dans l'induction de la
synthese de mélatonine est donc da a la néotratisaride IAa-nat Une néotraduction de la
protéine est également nécessaire, vu qu'une figmbide la synthése protéique inhibe la
synthese de mélatonine, que ce soit en début omilggu de stimulation Gonzalez-Brito
et al., 1990; Romereet al., 1975; Rosebooret al., 1996. De plus, la stabilité de la protéine
AA-NAT dépend également de sa protection contre pestéasomes par les mémes
mécanismes que ceux deécrits chez les ong@éstélet al., 1999. Ainsi, chez les rongeurs,
un double mécanisme permet l'induction de la sywatlthe mélatonine : une néotranscription

de [Aa-natet une régulation post-traductionnelle de la pnat&A-NAT (figure 15).
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2. Arrét de la synthése en fin de nuit

En fin de nuit, les quantités de mélatonine chubentalement pour revenir a un niveau
basal, quelle que soit I'espéce considérée. Cheat,|¢'arrét de la sécrétion de mélatonine
débute avant l'arrivée du jouripelaygaet al., 1999a; Tamarkirt al., 1985, alors que chez
les hamsters syrien et sibérien, il débute avecasivée en photopériode longue et avant en
photopériode courtell(perova et al., 1984; Miguezet al., 1995. Malgré ces différences,
I'arrét de la synthése de mélatonine résulte duem@gtanisme chez toutes les especes.

En fin de nuit, chez le rat, le contenu en NA elits&ration diminuentraftet al., 1984;
Drijfhout et al., 1996a; Drijfhoutet al., 19961). La prolongation de la synthese de mélatonine
a la transition nuit/jour et en début de jour exgible par I'infusion d'agonistes adrénergiques
sur la glande pinéale vivo (Perreau-Lenet al., 2009, ce qui démontre bien le role de 'arrét
de la libération de NA dans l'arrét de la synthdsenélatonine en fin de nuit. L'inhibition de
la synthése de mélatonine peut étre minmevivo par l'application d'antagonistes des
récepteurs adrénergiques ou par l'application dlash de lumiéere, ouin vitro par
remplacement du milieu de culture par un milieussilA. Ces trois traitements résultent en
une inhibition rapide (de 5 a 15 minutes) de l'aglation d'AMPc, de I'activité de la PKA et
de l'activité de I'AA-NAT (Gastelet al., 1998; llinerovéet al., 1979; Kleinet al., 1978; Klein
& Weller, 1972. La diminution de Il'activité de I'AA-NAT en finednuit est stoppée par des
inhibiteurs des protéasomesSgsielet al., 1999. De plus, en fin de nuit, la PKA n'est plus
activée par 'AMPc et n'active plus CREB, qui eghlément déphosphorylé par des
phosphatases(ch et al.,2003; Marondest al., 1999b; Marondet al.,19971). En paralléle,
I'accumulation d'ICER, un facteur de transcriptiohibiteur entrant en compétition avec
CREB pour l'accés aux sites CRE ("cAMP ResponsieenEnt”) des promoteurs, pourrait
participer a l'inhibition de la transcription déd-nat (voir section 111.C). Cependant, la
diminution de l'activité de I'AA-NAT s'effectue avala diminution de la quantité d'’ARNm,
lesquels ont une demi-vie de 2,5 heufagife 16, Roseboonet al., 1996, ce qui exclut que
I'arrét de la synthése de mélatonine dépende dieniaution des ARNm de I'AA-NAT.

En parallele, d'autres mécanismes participenti@t'de la synthese de la mélatonine. La
densité des récepteufsadrénergiques diminue en fin de nuit par des méoas de
désensibilisation et de recyclage diminuant aimgbfmation d'AMPc Rangerlet al., 1990.

Un mécanisme de désensibilisation a été démontrélpd’KC, diminuant la sensibilité de la
voie calcique en fin de nuitSQgden, 1991 De plus, l'activité des phosphodiestérases

augmente en fin de nuit, participant a la dimimugbAMPc (im et al.,2007).
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Figure 16 : Rythme journalier de I'expression de I'/RNm et de l'activité de 'AA-NAT dans

la glande pinéale de ratL'ARNm est exprimé dés 2 heures apres le débuw deit et atteint un
maximum en milieu de nuit. Une diminution de I'eegsion a lieu en fin de nuit, avant le début du
jour, et les valeurs retournent a leur niveau basatiébut de jour. L'activité de I'AA-NAT suit
parfaitement l'augmentation de I'ARNmM en début dé et atteint un maximum durant la
deuxiéme moitié de la nuit. Cependant, le décliseoké dans l'activité anticipe la diminution de
I'ARNm, supposant donc qu'elle n'est pas duedintenution de la transription de 'ARNm codant

I'enzyme. (d’apréRoseboom et al., 1996

L'arrét de la synthese de mélatonine en fin de nésiilte donc principalement de l'arrét
de la libération de la NA, qui se traduit par unmidution des niveaux d'’AMPc et une
inactivation de la PKA. L'AA-NAT, n'étant plus pégfée par son interaction avec la protéine
14-3-3, est rapidement dégradée par les protéas@iasque les activités enzymatiques de
la TpOH et de I'HIOMT soient également diminuéesfiande nuit, c'est l'inhibition de

I'activité de I'AA-NAT qui est responsable de idrde la synthése de mélatonine.

E. La synthése de mélatonine au cours des saisons
1. Variations dans la durée du pic de sécrétion

Chez la plupart des especes, la glande pinéalaitrddformation photopériodique en
durée de synthese de mélatonine : plus la nuibsiE et plus la durée de synthése de

mélatonine est longudigure 17), jusqu'a un maximum dépendant de l'espece (ratrova
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Figure 17 : Rythme de synthése de mélatonine dansdéande pinéale de hamster sibérien en
photopériode longue et courteLa durée de synthése de mélatonine correspondtperémt a la
durée de la nuit : longue en photopériode courtmette en photopériode longue. En plus de cette
différence dans la durée de synthése, la quarditdd&latonine augmente en photopériode courte.

Les barres noires représentent la période noct(diaprés Rbelayga et al., 2000

llinerova & Vanecek1980; hamster sibérienllinerovaet al., 1984; Ribelaygaet al., 200q
hamster syrien Brainardet al., 1982; Miguezet al., 1995 hamster d'Europe\/ivien-Roels
etal., 199). L'allongement de la synthése de meélatonine esjotirs corrélé a un
allongement de la durée du pic d'expression deNwRet de I'activité de 'AA-NAT.

Chez le rat, le délai observé entre le début deuia et l'initiation de la synthese de
mélatonine s'allonge lorsque la durée de la nujmaante, alors que l'arrét de la synthese
débute toujours avant la fin de la nuitllingrova & Vanecek, 1990 Ceci est d0 la
transcription de Aa-nat dont le délai d'induction varie exactement demi@me maniere
(Engel et al., 2004a; Ribelaygeaet al., 19999. Chez cette espece, quelle que soit la
photopériode, la glande pinéale peut étre stim@edébut de nuit par l'isoprotérénol,
suggérant une libération plus tardive de la NA katppériode courtel(nerova & Vanecek,
1983. Par ailleurs, la phosphorylation de CREB estsplaible en photopériode courte
(Foulkeset al., 19961), sans doute a cause d'une activité plus faible dRKA (Engelet al.,
20041, ce qui expliquerait le délai dans la transcoiptde |Aa-nat Enfin, ce délai pourrait
également étre di a une accumulation du répre$S&R en début de nuit en photopériode
courte (voirsection 111.C.3, Foulkeset al.,19961). Chez le hamster sibérien, le délai en début
de nuit varie de la méme maniere que chez le rats trarrét de la synthese débute avec
I'arrivée de la lumiere en photopériode longledrovaet al.,1989). Chez le hamster syrien,
le délai d'initiation de la transcription ddd-natet de la synthese de mélatonine est identique
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en photopériode longue et courteafidouet al., 2003a; Miguezet al., 1999, et l'arrét est
initié par la lumiére en photopériode longue et Pawrloge en photopériode courte. Ces
variations dans la durée du pic d'expression Ala-fiat sont certainement conduites par un
changement du fonctionnement de I'horloge selopHatopériode (voirsection ), qui

induirait une modification de la libération de I&AN

2. Variations dans I'amplitude du pic de sécrétion

La synthése de mélatonine est également caragdgraéune variation photopériodique
de son amplitude chez certaines espéfigsré 17). Chez le rat, outre I'augmentation dans la
durée, il y a une augmentation de la quantité dator@ne sécrétéex(belaygaet al., 19993.
Cette augmentation est associée a celle de It#ctei 'THIOMT et non de I'AA-NAT dont la
transcription et l'activité diminuent. Ce phénomeseencore plus important chez le hamster
sibérien, ou la quantité de mélatonine en photopércourte est deux fois plus élevée qu'en
photopériode longuelllherovaet al.,1984; Miguezt al.,1996; Ribelaygat al.,2000.

Cette augmentation n'est pas conduite par I'AA-NAT sa transcription et son activité,
sont fortement diminuées en photopériode couitec(ova et al., 1984; Ribelaygeaet al.,
2000. Au contraire, l'activité de I'HIOMT est doublén photopériode courte, ce qui
démontre bien que les variations photopériodiques!'amplitude du pic nocturne de
mélatonine sont conduites par une variation @¢iviéé de I'HIOMT et non de 'AA-NAT.

Chez le hamster d'Europe, l'activité de I'HIOMT megte (80%) en photopériode courte
(Ribelaygaet al., 19981, mais ceci ne semble pas étre la cause princghalehangement
dans I'amplitude du pic de mélatonine. En effe¢zatette espéce, la transcription nocturne de
I'Aa-natet son activité sont tres faibles en photopériodgue et augmentent tres fortement
en photopériode courtéaridouet al., 20039. De plus, il est possible d'augmenter l'activité
de I'AA-NAT et la synthése de mélatonine en phaotigoé longue, a des niveaux équivalents
a ceux observés en photopériode courte, par ueetion nocturne d'isoprotérénol. Ceci
suggere que la variation dans I'amplitude du pimé&atonine est due a une modification des
quantités de NA libérées. Néanmoins, l'augmentatien l'activité de I'HIOMT en
photopériode courte participe également a la réignlgphotopériodique de I'amplitude de la
synthese de mélatonine chez cette espéegiqou et al., 2003c; Ribelaygeaet al., 19981).
L'activité de 'HIOMT n'est pas régulée a courtrterpar la NA, mais sur plusieurs jours ou
plusieurs semaines. Ainsi, 'augmentation de |l&elute synthése de I'ARNmM dEibdmt en

photopériode courte entraine une accumulation d&ipes plus importante, et donc une
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augmentation de l'activité générale d'environ 4086 photopériode courte chez le rat
(Ribelaygaet al., 19999. Le méme mécanisme a été suggéré chez le had'iSteope et le
hamster sibérierH({belaygaet al., 1998b; Ribelayget al.,2000).

Cependant, la NA ne serait pas le seul neurotramsaneémpliqué. En effet, si chez le rat
la NA ne régule pas l'activité de 'HIOMT a cowetrhe, le NPY exerce un effet marqué. Dans
la glande pinéale, le NPY inhibe l'accumulation MRc induite par la stimulatiorf-
adrénergique, augmente le Gaet inhibe la libération de NAS{monneauxet al., 1994
Simonneawet al., 1999, causant ainsi une inhibition de l'activité d®AFNAT (Reuss &
Schroder, 19897et une augmentation de l'activité de I'HIOMHIl{elaygaet al., 1997). De
plus, chez le hamster d'Europe, l'innervation NB¥gre de la glande pinéale est plus
abondante en photopériode courte, alors que la &serconstanteNVoller et al., 1998;
Ribelaygaet al.,19981l). Ainsi, le NPY pourrait participer aux variatiopeotopériodiques de

I'activité de I'HIOMT et réguler 'amplitude du pde mélatonine.

F. Conclusion : la NA régule le rythme de synthése de mélatonine par le

contrble de l'activation de I'AA-NAT

La synthese de mélatonine dans la glande pinéaleégalée par plusieurs voies de
signalisation dont le point de convergence estélgulation des enzymes catalysant sa
synthese. Bien que la NA soit le neurotransmetpeincipal, d'autres neurotransmetteurs et
neuromodulateurs agissent sur ces voies de sighaliset modulent positivement et/ou
négativement la synthése de mélatonifénpnneaux & Ribelayga, 2003, pour rejue
Cependant, peu d'informations sont disponibledesuble physiologique de ces modulateurs
dans le contréle du rythme endogéne de synthes&lionine.

D'un point de vue cellulaire et moléculaire, la tegse rythmique de mélatonine est
principalement contrélée par l'activation de 'AAN I'enzyme limitante dans la genese du
rythme de mélatonine. Cette régulation de l'adidié 'AA-NAT fait intervenir a la fois des
mécanismes transcriptionnels et post-traductionrigat I'importance varie en fonction de
I'espece considérée (ongukesrsusrongeurs) Le role de I'HIOMT est également important
dans la régulation photopériodique de I'amplitudeptt de mélatonine. En fait, ces deux
enzymes peuvent étre considérées comme limitamtds siynthése de la mélatonine, mais a
des niveaux différents. L'AA-NAT contréle l'initiah et I'arrét de la synthése (interrupteur
marche/arrét), tandis que I'HIOMT limite I'ampliaude la réponse (régulateur d'intensité).
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lll. Régulation transcriptionnelle de I' Aa-nat chez les rongeurs

Chez les rongeurs (par opposition aux ongulésieigpes), la synthése de mélatonine est
caractérisée par une trés forte régulation trapisonnelle de Aa-nat dont I'expression est
augmentée de 100 a 150 fois suite a la stimulawoyadrénergique. En cela, la glande pinéale
constitue un bon modeéle pour I'étude de la réguiade I'expression des génes suite a I'action
d'un neurotransmetteur. Cependant, la NA n'indai$ geulement une augmentation de
I'expression deAa-nat mais également une activation ou une inhibitiemdmbreux autres
génes [fukuharaet al., 2003; Humphrieet al., 2009. Bien qu'une trés grande proportion de
ces genes interviennent dans le métabolisme gédédal glande pinéale, d’autres codent des
facteurs de transcription pouvant intervenir danedntrole transcriptionnel dé\d-nat Une
analyse récente des interactions protéines/ADN danglande pinéale de rat révele une
grande diversité dans l'activité des séquences girm® dont la moitié présente des
variations journalieres, avec soit une activatioit gne inhibition Davies & Carter, 2006
Cependant, bien que l'implication directe de cestale ces facteurs de transcription dans la
régulation de la transcription d&d-natsoit clairement démontrée aujourd'hui, pour déajtr
cette implication et surtout les interactions existentre eux restent encore obscures.

Le but de cette partie n'est pas de faire un qaielae tous les facteurs de transcription
existant, mais uniguement de s'intéresser a ceurrgueté les plus étudiés dans la glande
pinéale et pour lesquels un réle probable a ététd#ans la régulation de la transcription de
I'Aa-nat (CREB, CREM, le complexe AP 1, les produits desegéhorloges). Nous verrons
également en quoi leur profil temporel d'expressibles relations de phase existant entre eux

sont importants dans I'établissement du rythmepdéssion de Aa-nat

A. Facteurs de transcription et complexe d'initiati on

L'expression de la plupart des genes est régulédgsafacteurs de transcription se liant
sur les séquences promotrices de I'ADN, en amorgitéud'initiation. Leur importance est
soutenue par le fait qu'environ 5% du génome huroaite ces facteurs, qui pour beaucoup
ont encore un réle inconnuipleret al., 2007). lls constituent les régulateurs principaux du
fonctionnement des cellules. Leur complexité dhactst assurée par le fait qu'ils n'agissent

jamais seuls, mais s’associent en complexes attuaméprimant la transcription des génes
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d'une maniére plus ou moins spécifique. Ainsi, udma facteur peut avoir deux réles
distincts selon le partenaire avec lequel il seissplerdegen & Leah, 1998 pour rejue
L'activation des récepteurs membranaires abouti da premier temps a la formation de
messagers secondaires (AMPc,?‘Catc) qui activent ou inhibent des protéines lkésas
régulant les facteurs de transcription. Ces desrsent de deux types : 1) les facteurs de
transcription constitutifs qui sont exprimés deofagonstitutive dans les cellules et sont
généralement activés par phosphorylation et 2fdeteurs de transcription inductibles qui
doivent étre synthétisés (ARNm et protéine), puisvés avant de se lier a 'ADN et d'exercer

leur action (lerdegen & Leah, 1998

L'activation d'un facteur de transcription géneme augmentation de I'affinité de celui-ci
pour les séquences promotrices des genes, ungéfaltdssociation avec d'autres facteurs de
transcription et/ou une activation de la machinar@nscriptionnelle t(ans-activation).
L'activation de la transcription est possible grAuedomaine dé&ans-activation comprenant
le site d'activation. Cependant, certains factdertranscription ne possedent pas de domaine
detransactivation et agissent donc comme des répressauemmpéchant d'autres facteurs de
transcription de se fixer sur les sites promotels. plus, chaque facteur possédant une
affinité différente pour I'ADN, un facteur de tranption ayant une faible affinité pour 'ADN
peut séquestrer un facteur de transcription ayaetfarte affinité, diminuant ainsi le potentiel
trans-activateur de ce dernietHé¢rdegen & Leah, 1993 La répression ou l'arrét de la
transcription peut également venir d'une diminutida I'expression des facteurs de
transcription par diminution de leur synthese etlégradation, d'une désactivation, ou encore
de la dissociation des diméres.

La spécificité de la transcription d'un géne patitgr dépend donc non seulement des
séquences spécifiques contenues dans son promgguvont caractériser les protéines
capables d'agir sur celui-ci, mais également cddund/activation et de répression variant en
fonction des dimeres de facteurs de transcriptiésents et de leur affinité pour 'ADN. Pour
complexifier encore ce schéma, certains facteurBatescription ne se contentent pas de se
fixer sur des séquences d'ADN spécifiques, maisgudLse fixer sur d'autres éléments dont la
séquence est proche, aboutissant ainsi non seulémare compétition pour la dimérisation,
mais également pour les sites de fixation (exerdpl€REB et des facteurs AP4l¢erdegen
& Leah, 1998 voir sectionslll.C et Ill.D ). De plus, I'aspect temporel de I'expression de ce
divers facteurs de transcription apparait essetidies la régulation temporelle de I'expression

d'un gene.
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Figure 18 : Représentation schématique des événementellulaires a la base de la
transcription des génes dans les cellules eucarystdd'apreOrphanides & Reinberg, 2002

L'initiation de la transcription et I'élongationsd@RNmM des genes codant des protéines
chez les eucaryotes sont assurées par 'ARN pohgedt (Pol II,Orphanides & Reinberg,
2002). Bien que celle-ci soit absolument nécessaire &yinthese des ARNm, elle est
incapable d'initier la transcription. Son actioncessite la formation d'un complexe de
préinitiation composé de facteurs de transcripgi@néraux, nommés "Transcription Factor II"
(TFII), et d'enzymes modifiant la structure de hmaenatine Qrphanides & Reinberg, 2002;
Woychik & Hampsey, 2002 Ce complexe protéique multimérique se lie aea diinitiation
(la boite TATA)via la protéine TBP ("TATA Binding Protein") et permetrecrutement de la
Pol Il (figure 18). Dans ce systéme, les facteurs de transcriptmstitutifs et inductibles
assurent la formation du complexe de préinitiagbrsa fixation sur le site d'initiatiovia
l'interaction des facteurs de transcription générauec le domaine dé&ansactivation.
Cependant, ils n'interagissent pas tous directemest les facteurs de transcription généraux :
certains recrutent des co-activateurs faisanele dintre les deux (exemple de CREB et CBP,
Herdegen & Leah, 1998; Orphanides & Reinberg, 2002ychik & Hampsey, 20Q2voir

section 1l.C). De plus, certains de ces co-activateurs posseaden activité enzymatique
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permettant la compaction/décompaction de I'ADN poéguler l'acces aux promoteurs
(Orphanides & Reinberg, 2002; Richards & Elgin, 2)0assurant ainsi la liaison du
complexe de préinitiation a I'ADN, et donc l'actide la Pol Il, c'est a dire l'initiation de la
transcription et I'élongation de I'ARNrfigure 18).

Le réle des facteurs de transcription est primdrdigans I'équilibre activation/répression
de la transcription suite a l'activation de voiesstynalisations spécifiques. L'aspect temporel
de l'expression d'un gene dépend alors étroitedenséquences régulatrices contenues dans
son promoteur, mais également des relations terg®rexistant entre I'expression des
différents facteurs de transcription se liant ses séquences. L'expression rythmique de
I'ARNmM de |Aa-nat suite a la stimulation noradrénergique ne déroge @ ces regles.
L'analyse du promoteur d&Aa-nat ainsi que des relations temporelles existant elese
différents facteurs de transcription correspondartt permis de définir I'enchainement des

évenements transcriptionnels a la base de la geleese rythme.

B. Le promoteur de I' Aa-nat

Le promoteur deAa-nata une taille de 2160 paires de bases (pb). LepBGh amont
du site d'initiation sont les plus importantes edles sont nécessaires et suffisantes a
l'induction du gene dkAa-nat (Baleret al.,1997; Balert al.,1999. Du plus éloigné au plus
proche du site d'initiation, on trouve ainsi ure SBRE ("cAMP Responsive Element") liant
les facteurs de réponses a 'AMPc (CREB, CREM), hoite CCAAT inversée liant divers
facteur de transcription dont NF-Y, une région eicen G et C liant les facteur de
transcription Spl et AP-2, une région riche en ATetessemblant a une boite TATA et
servant de site de fixation pour la protéine TBRe séquence TRE ("Tetradecanoylphorbol-
13-acétate Responsive element”) liant les factdird, et enfin une E-boXigure 19, Baler
etal., 1997; Baleretal., 1999. Le promoteur contient également des séquencB& Pl
("Pineal Responsive Element") liant la protéine CR&Zone Rod Homeobox"), qui assurerait
la restriction tissulaire de I'expression datnat(Li et al.,1999.

En plus de ce promoteur distal, le premier intrenviron 1600 pb) du gene contient
également de nombreux sites régulateurs et comgioseé un "enhancer”, c'est-a-dire une
association de séquences régulatrices non-néassailfinduction d'un géne mais assurant

une potentialisation de l'induction et/ou la spéité tissulaire et cellulaire de I'expression de
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ce gene. Cet "enhancer” contient plusieurs sitels, @eux E-box, plusieurs séquences PIRE
ainsi qu'un site PCE ("Photoreceptor Constitutilentent"). Les séquences CRE assureraient
une potentialisation de l'expression, alors queEld®x, les sites PIRE et PCE agiraient en
synergie afin de restreindre l'expression a ladgapinéale Kaler et al., 1999; Burkeet al.,
1999; Chen & Baler, 2000; Humphrietal.,2007).

L'ensemble de ces séquences régule strictemeptd®sion de Aa-nat chaque séquence
étant plus ou moins essentielle dans cette réguolattn termes d'induction du gene,
I'importance des séquences CRE, AP-1 et PIRE, a@usi des facteurs de transcription
associés ont été les plus étudiées. Nous verranis gaite le réle de ces différents facteurs

ainsi que leur importance dans la régulation teelfode |'expression de\k-nat.

ATG
+1 CRE PCE
— INTRON 1
TGlgt ag/GT
——1626 bp—

CRE1...CCAAT...AT-RICH...AP-1...E-BOX...Inr

LOCALISATION (avant
SITE SEQUENCE
ou apr és l'initiateur)
CRE1 gaTGACGCCAgc -139
CCAAT (inverted) ggATTGGgt -120
AT-rich ATTAGAAT -38
AP-1 clcTGAGCCAtca 32
E-BOX catCACATGctg 24
Initiator (Inr) CTACAGCTTCCTC | +1
Splice site (donor) TTCTGIgtaagt +1131114
CRE2 gtcTGACGTCAggge | +1019
PCE (inverted) cctgTAATTGgctt +1633
Splice site (acceptor) | ccagiGTG +1740/1741
First codon ATG +1801

Figure 19 : Composition en séquences régulatrices daromoteur de I'Aa-nat de rat. Le
promoteur est constitué de deux parties : une @rensituée en amont du site d'initiation et une
deuxieme située dans le premier intron. Les sé@eeetla localisation (en nombre de nucléotides)
par rapport au site d'initiation des sites de r@guh sont données dans le tableau. La séquence
intronique n'est pas absolument nécessaire a dimfude la transcription deAk&-nat mais
constitue un "enhancer" permettant d'augmentetuition et d'assurer la spécificité tissulaire de

I'expression. (d'apré&aler et al., 1999
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C. Facteurs de réponse a 'AMPc : régulation de I' Aa-nat par les sites CRE

L'AMPc stimule l'expression des geneis l'activation de facteurs de transcription se
fixant sur les séquences promotrices palindromiDBE&E ("cAMP Responsive Element”,
TGACGTCA) et les séquences ne différant que d'undeux bases. La sensibilité des genes
a I'AMPc dépend du nombre de séquences CRE corstettares le promoteur et de leur
position par rapport a la boite TATA : plus il yda séquences CRE proches de la boite
TATA, et plus le géne sera sensiblé(degen & Leah, 1998; Montminy, 19906ur revuek
Les protéines activées par 'AMPc appartiennent familles CREB ("cCAMP Responsive
Element Binding proteins"), CREM ("CRE Modulatorgt)ATF-1 ("Activating Transcription
Factor 1"). Leur activité dépend de leur activagpam la PKA, mais également par les MAPK
et les Ca/CaMKHKlerdegen & Leah, 1998; Montminy, 1997

Ces facteurs de transcription ont un rbéle majeunsdé plupart des processus
neuroendocrines, plus particulierement dans ladglgpinéale, ou l'induction nocturne du
geneAa-natest régulée essentiellement par I'augmentatioNB@Ainduite par la stimulation
adrénergique (voisection Il). De plus, le promoteur distal d&d-natcontient une séquence
ressemblant a CRE (TGAC@&®2\) dont la mutation entraine une diminution dedliction de
60 a 80% suite & une stimulation noradrénergidise( et al., 1997). Le premier intron
contient également une séquence CRE consensusurtsdguences ressemblant a CRE

assurant une potentialisation de l'inductiBraléret al., 1999; Burkeet al., 1999.

1. Une structure commune

Les facteurs de transcription assurant la répor'gedVPc ont une structure trés similaire
et appartiennent a la famille des protéines a doenbZIP ("basic Leucine zipper"). lls sont
caractérisés par la présence d'un large domaiteaieactivation a I'extrémité N-terminale,
suivi du domaine bZIP a l'extrémité C-termindigure 20A, Meyer & Habener, 1993Ce
dernier, trés caractéristique, permet a la foigresractions des protéines entre elles et avec
I'ADN. La liaison a 'ADN est assurée par une régiche en acides aminés basiquegufe
200). La dimérisation des partenaires de cette fanaifieassurée par un domaine riche en
Leucine : une tous les 7 résidus sur 4 a 8 tolndlicde o (figure 20B). Cette configuration
précise permet la dimérisation des facteurs des¢rgtionvia la formation d'une "fermeture
éclair" ("zipper") (andschulzet al., 1989. Ce domaine n'est pas exclusif des protéines
CREB/CREM/ATF-1, mais est également présent danfamaille AP-1, permettant des

interactions complexes entre différentes sous-famiHerdegen & Leah, 1998
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Figure 20 : Structure générale des protéines a domaés bZIP.(A) Représentation générale des
domaines fonctionnels composant les facteurs dedrgption de la famille CREB/CREM/ATF-1.
Le domaine permettant la liaison a I'ADN (bZIP) seitie a I'extrémité C-terminale de la protéine.
[l contient une région riche en acides aminés hbasiqBR) impliquée dans la reconnaissance de
'ADN et un domaine riche en Leucine constituant’leucine Zipper" (LZ) et assurant la
dimérisation des facteurs de transcription. Le domaletrans-activation se trouve a l'extrémité
N-terminale de la protéine. Il est composé de deégions riches en Glycine (Q-rich) et d'un
domaine de phosphorylation (P-Box) riche en Sérif®sassurant la régulation du facteur de
transcription par la PKA et d'autres kinagg). Schéma des tours d'hélices du domaine LZ d'un
diméere CREB-CREB. Les deux protéines se placent éseast La superposition des Leucine (L)
est encadrédC) Schématisation de la fixation d'un dimere de pmet bZIP a I'ADN. L'hélice
distale s'enroule autour de I'ADN. Le domaine LZi@sperpendiculaire a I'ADN et le domaine de
trans-activation s'écarte de I'ADN pour pouvoiemgir avec d'autres protéines de la machinerie

transcriptionnelle(d'aprésMeyer & Habener, 1993

2. CREB : un élément activateur
a) Induction de la transcription

CREB est le premier facteur a domaine bZIP a aetd caractériseMontminy &
Bilezikjian, 1987. CREB est une protéine ubiquitaire de 43 kD dexpression constitutive
et exclusivement nucléaire est assurée par lamrésge trois sites de liaison au facteur de
transcription Spl dans le promoteur, une traducatiomtinue et une séquence permettant la

translocation continue dans le noyain(izalez & Montminy, 1989; Meyer & Habener, 1993;
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Waeber & Habener, 19%.1Deux isoformes de 327 et 341 acides aminés stt| les deux
ayant la méme activité de fixation a I'ADN et digtion de la transcription2erkowitz &
Gilman, 1990. La protéine CREB contient un large domaindrdas-activation et une région
bZIP (figure 20A). L'activation de CREB par I'AMPc est principalerheanduite pata PKA,
dont les sous-unités catalytiques transloquent aneyau (lagiwaraet al., 1993; Meinkoth
et al., 1999. Celle-ci phosphoryle CREB sur la sérine 1335er) de la P-Box (domaine de
phosphorylation riche en sérines), ce qui permattider latransactivation {Hoeffler &
Habener, 1990; Lamplet al.,, 1990; Leeetal., 1990; Montminy & Bilezikjian, 1987;
Montminy et al., 1990a; Montminyet al., 1990b; Yamamotet al., 1988; Yamamoteet al.,
1990). CREB peut également étre activé par les MAPKatle C4', via l'activation des
Ca/CaMK (Herdegen & Leah, 1998; Meyer & Habener, 1993; Manymn1997.

CREB est continuellement lié aux séguences CRE d$oume d'homodiméres ou
d'hétérodimeres avec d'autres protéines bZIP. 8draton par la PKA induit non seulement
la trans-activation, mais augmente également l'affinité dieseres sur les sites CRE a faible
affinité (Nichols et al., 1999. L'activation de CREB par la phosphorylation de**Ser
permet tout d'abord l'interaction directe de CRBRcale co-activateur CBRia la P-box
(Chriviaet al., 1993; Parkeet al.,1996. CBP interagit ensuite avec TFIIB pour permelgre
recrutement de la Pol IIKge et al., 1996; Kim et al., 1998; Nakajimaet al., 1997. La
phosphorylation favorise également l'interactiatinecte des domaines riches en glycines de
CREB avec TFIID [{lakajima et al., 1997. L'association entre CREB et CBP permet
également des modifications de la chromatine, d&P @eut acétyler les histones (voir
section 1ll.G, Goldmanet al., 1997; McManus & Hendzel, 2001Cependant, il semblerait
que dautres sites de phosphorylation soient égalemmportants. En effet, la
phosphorylation de 18*Ser active également CREB{uet al., 20029, mais la mutation de
ce résidu, bien que diminuant fortement les préogrietrans-activation de CREB, ne modifie
pas l'interaction entre CREB et CBRPU(1 & Maurer, 19956

b) CREB et synthése de mélatonine

L'expression de CREB est constitutive dans la glgridéale de rafigure 21, Maronde
etal., 1999b; Marondeet al., 1999¢; Roseboom & Klein, 19R5In vivo et in vitro, il est
continuellement lié aux séquences CRE, et la NAéen&a pas cette liaisorRpseboom &
Klein, 1995. L'utilisation de la technique d' "Electrophocelobility Shift Assay" (EMSA)
a montré que CREB était le facteur majeur lianskguences CRE dans la glande pinéale.
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Figure 21 : Profils d'expression et d'activation deCREB dans la glande pinéale de rat. (A)
CREB est exprimé constitutivement dans la glandégdnde rat. Sa phosphorylation en pCREB
est rapide et prolongée. Il est rapidement déplagfth en fin de nuit, en parallele de la
diminution de I'expression de I'ARNm déd-nat (B) CREB se fixe sur les séquences CRE des
promoteurs des genes, dont celui dadhat Des homogénats cellulaires de glande pinéalétént
incubés avec des oligonucléotides mimant la séqueRE marqués avec des atomes radioactifs
(contréle), puis mis en présence soit d'un excésdiders oligonucléotides de séquences
correspondant aux séquences CRE de divers g8sERE, Aa-naCRE etc-fosCRE) ou TRE,

soit d'anticorps anti-CREB. La diminution de radibat® correspondant a la compétition entre les
divers oligonucléotides est ensuite visualisée. diesrses séquences CRE utilisées ici déplacent
la liaison entre des facteurs de transcriptiongmtssdans les homogénats et les séquences CRE
radioactives. Ce facteur de transcription est oetaent CREB car la liaison est également
fortement réduite suite a l'ajout d'anticorps @REB. Cependant, les séquences TRE déplacent
également la liaison, suggérant que les facteugsifigues de ces séquences se lient sur les CRE
ou que CREB se lie sur les TRE. [d'apvaronde et al., 1999A) et Baler et al., 1991B)]

Cependant, cette technique a également révélé piacgénent de la liaison des facteurs se
liant aux séquences CRE par I'ajout de séquenc&sdBRs les homogénats, démontrant que
soit les facteurs spécifiques de cette séquentizese egalement sur les sites CRE, soit que
CREB se fixe sur les séquences TREI¢ret al., 1999. En effet, CREB, associé a CREM,
se lie sur les sites TRE M@squilier & Sassone-Corsi, 1992t c-FOS et c-JUN, deux
protéines AP-1, lient les sites CRE, mais sansraériser directement avec CREB ou CREM
(Hoeffleret al.,1989; Sassone-Corsi al.,1990.

In vitro, I'activation de CREB sur [4°Ser est rapide (dés 5 minutes) et maximale 30 & 45
minutes apres la stimulation noradrénergiguerpndeet al., 1999b; Marondet al., 1997b;
Marondeet al.,1999c; Roseboom & Klein, 1995; Spessdral.,2000; Tamotset al.,1999.
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L'activation de CREB est directement dépendantia dgimulationp-adrénergique : elle est
mimée par le dbcAMP et l'isoprotérénol et inhibée @ propranolol Roseboom & Klein,
1995; Spesseret al., 2000; Tamotsuet al., 1995. La stimulation des récepteufs
adrénergiques induit plus spécifiquement I'actoratie la PKA de type Il qui transloque dans
le noyau pour phosphoryler CREB. L'inhibition ddleeei diminue la phosphorylation et la
liaison de CREB sur les séquences CRErpndeet al., 1997a; Marondeet al., 1997b;
Marondeet al.,1999c; Roseboom & Klein, 19R9 a stimulationn-adrénergique n'a d'effet ni
sur l'induction directe de pCREB, ni sur la potaigation de cette induction par la vdie
adrénergique. Cependant, I'application de chlodergootassium ou d'ouabaine augmente la
phosphorylation de CREB dans les pinéalocytes, démat ainsi un role du Gadans
l'induction de pCREB, mais passant par une autie gae l'activation des récepteurs
adrénergiques~oseboom & Klein, 1995 L'induction de pCREB dans la glande pinéale est
trés sensible car nécessite environ cent fois md@nSA que la stimulation deda-natou de

la mélatonine $tehleet al.,2007).

In vivo, I'induction de pCREB est rapide, précede celle'dla-nat en début de nuit
(figure 21), et est prolongée jusqu'en milieu de niita(ondeet al., 1999a; von Galkt al.,
200039, traduisant les besoins d'une quantité contirered@nt toute la période d'activation
nécessaire a l'expression prolongée des geénestsndar I'AMPc Baker et al., 2009).
L'importance du réle de pCREB dans l'induction 'é&Nm de |Aa-natest soutenue par le
fait que la cycloheximide appliguée en début deg nia aucun effet sur cette induction,
démontrant bien I'implication d'un facteur de taiion constitutif Roseboonet al.,; 1996.

En fin de nuit, I'expression de pCREB diminue foréat, en parallele de celle dad-natet

de la libération de NALrijfhout et al., 1996a; Drijfhoutet al., 1996b; Marondet al., 19993.
Cette diminution de l'expression de pCREB est ppalement conduite par l'arrét de la
libération de la NA, mais également par l'activatibe phosphatases, transloquant dans le
noyau suite a la stimulation noradrénergique, ehdsphorylant CREBK(och et al., 2003.

Ce mécanisme participe directement a la diminutietiexpression dea-naten fin de nuit.

En effet, I'ajout d'inhibiteurs de ces phosphatasdes pinéalocytes en cultures stimulés a la
NA prolonge non seulement l'expression de pCREBesau retrait de la NA du milieu de
culture, mais également celle déd-nat(Koch et al., 2003. Ce mécanisme permet donc de
diminuer l'expression de pCREB en fin de nuit eit @ complément de la diminution
d'AMPc suite a l'arrét de la libération de NA et Beugmentation d'expression des

phosphodiestérases (vsectionll.D.2).
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La regulation du profil d'expression de pCREB dianglande pinéale par la NA semble
primordiale a I'expression rythmique dAd-nat Son activation/inactivation rapide permet
l'initiation rapide et la terminaison de la tramgtion de IAa-nat Cependant, d'autres facteurs
de transcription de la famille des protéines a doewm bZIP semblent participer a

I'établissement de ce rythme, notamment les presgdile la famille CREM.

3. CREM : un modulateur de CREB
a) Les protéines CREM

Les protéines CREM sont exprimées constitutivememntsont structurellement tres
proches de CREB, bien que dérivant d'un gene diftéf/leyer & Habener, 1993; Sassone-
Corsi, 1995; Sassone-Corsi, 1Y9Elles se distinguent de CREB par le codage de de
domaines bZIP, ayant des affinités différentes pbADN (Foulkesetal., 19919. Les
différentes isoformes, dérivant de I'épissage radtifr du méme gene trés conservé entre les
espéces, ont des activités différentes en foncemdomaines exprimégure 22; Foulkes
etal., 1991a; Laoideetal., 1993; Sassone-Corsi, 1998Ainsi, les isoformes CREM
possédant un ou deux domaines riches en glycingcf-sont des activateurs, alors que les
isoformes CREM/B/y, en étant dépourvues, sont des répresseuesn@s et al., 1992;
Foulkeset al., 1991a; Foulkeet al., 1991h. Toutes les isoformes (excepté ICER) possédent
le domaine P-Box, qui semble remplir une fonctiofiécente suivant l'isoforme. Comme
pour CREB, la P-Box est phosphorylée par la PKAgudissant soit a l'activation des
isoformes activatrices, soit a l'inhibition desregseursKoulkeset al., 1991b; Laoidest al.,
1993; Sassone-Corsi, 1995; Sassone-Corsi,)12es différentes protéines CREM dimérisent
entre elles et avec CREBa le domaine bZIP, aboutissant donc soit a une daiivaoit a
une inhibition de la transcription par bloquage géss de liaison ou par inhibition des
propriétés deérans-activation de CREB.

Au sein de cette famille, une protéine a plus paligrement attiré I'attention : ICER
("Inducible cAMP Early Repressor"). ICER est unditpeprotéine d'environ 15 kD exprimée
sous la forme de 4 isoformes ayant des proprigdmidon a I'ADN identique(rkartet al.,
2006; Stehlest al., 1993 et se distinguant essentiellement par le doma#iP exprimé et la
présence ou non d'un expisupplémentairefigure 22). Elles dérivent de la transcription du
geneCREMa partir d'un promoteur alternatif (P2) situé ages exons codant le domaine de

trans-activation {igure 22, Delmaset al.,1992; Molinaet al., 1993.
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Figure 22 : Structure du géeneCREM et des diverses isoformes traduiteslLe geneCREM
contient deux promoteurs : le premier (P1) permetyhthése des protéines CREM et le deuxieme
(P2) conduit spécifiquement la synthése de prasdi@&R. Par un mécanisme d'épissage alternatif
des ARNm, plusieurs isoformes découlent de la trioin, se distinguant I'une de l'autre par les
domaines exprimés. Les isoformes ne contenant gadomaines riches en glycine (Q1 et Q2)
agissent comme des répresseurs car elles n'ordeppsopriétés dérans-activation. Les autres
isoformes contenant soit Q1, soit Q2, soit les dsomt activatrices. Les 4 isoformes ICER se
distinguent par l'absence totale du domainérales-activation (région Q et P-box), et sont donc
également des répresseurs. Elles possédent ausségine supplémentaire spécifique de ces
protéines (Is). Le gén€EREM est particulier car il code deux domaines bZIPédéhts, chaque

protéine exprimant l'un des deux. (d'apdéstersproot et al., 1999

L'absence de domaines tfans-activation et de phosphorylation fait de cettetgire un
répresseur des genes induits par I'AMPc, donivigenhe dépend que de la quantité exprimée.
ICER forme des homodimeres ou des hétérodimeres @QREB et les autres protéines
CREM, réprimant ainsi la transcription soit par wgation des sites CRE, soit par
séquestration de CREB et des protéines CREM adtigat Son pouvoir répresseur est tres
fort car il inhibe la transcription induite par pEBR a des doses sub-stoechiométriques
(Foulkeset al., 19969. Il constitue une exception dans la famille CREBEM/ATF, car son
expression n'est pas constitutive. En effet, lagmée de 4 sites CRE dans le promoteur P2 du
geneCREMrend son expression uniguement dépendante dedtah de CREB par 'AMPc
(Lamaset al., 1996; Molinaet al., 1993; Stehleet al., 1993. Cette induction tardive par

rapport a l'activation de pCREB et son affinitétdopour les séquences CRE en ferait un
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acteur principal dans la nature transitoire delliction des genes dépendants de I'AMPc, y
compris lui-méme Koulkeset al., 1996a; Lalliet al., 1996; Lamas & Sassone-Corsi, 1997;
Sassone-Corsi, 19n8Ainsi, le rapport temporel existant entre I'eeggion de pCREB et
ICER serait le principal parameétre régulant l'inthut des génes dépendant de I'AMPc : le
ratio en début de stimulation serait en faveuratdivation par pCREB, alors que celui en fin

de stimulation serait en faveur d'ICER et résuitera une inhibition de la transcription.

b) ICER réprime l'expression de I' Aa-nat ?

ICER est un facteur de transcription important danggulation de nombreux processus
neuroendocrines et cérébralixidduszewskeaet al., 2003; Sassone-Corsi, 1998; Stediel.,
2007). Son importance dans la glande pinéale de r&é augérée suite a sa découverte en
tant qu'isoforme majeure de CREM exprimée danse csftucture $tehle et al., 1993.
L'ARNm d'cer est fortement exprimé selon un rythme journalierireadien, dépendant de la
libération de NA, puisque inhibé par une ganglisoete (Stehleet al., 1993. Son induction
dépend majoritairement de la stimulatighadrénergique car elle est inhibée par le
propranolol et stimulée par l'isoprotérénol et deslogues de 'AMPc (effer et al., 1999;
Stehleet al., 1993. L'expression des ARNm augmente rapidement emtdéd® nuit pour
devenir maximale en milieu de nuit, puis diminuegyessivement jusqu'a un minimum en fin
de nuit/début de jouffiQure 23, Marondeet al., 19999. L'expression de la protéine chez le
rat et la souris suit parfaitement celle de I'ARNavec un maximum en fin de nuit/début de
jour. Cependant, ICER ayant une demi-vie relativeniengue, les niveaux restent élevés
durant le jour et redeviennent minimaux en débutwéesuivante figure 23, Marondeet al.,
1999a; von Galkt al., 20000). La liaison d'ICER sur le promoteur dad-natest spécifique
des sites CRE, ou il exerce une forte inhibitiodal&anscription. En effet la transfection de
pinéalocytes avec ICER inhibe la fixation de pCR#B les sites CRE, a des concentrations
sub-stoechiométriques, démontrant ainsi le forivpouépresseur d'ICER sur la transcription
induite par pPCREBKoulkeset al., 19969. De plus, l'induction de I'ARNm Ider de jour en
LD dans la glande pinéale de rat est réprimée, dame a cause de sa forte expression durant
cette périodetehleet al.,1993. L'Aa-natétant massivement régulée par 'AMPc et donc par
pCREB, I'ensemble de ces résultats a tout natorehié laissé suggérer qu'lCER serait le
principal responsable de la terminaison de la trgptson de IAa-naten fin de nuit. En effet,
en observant les profils d'expression de pCREBIEEMR, on s'apercoit que le ratio en début

de nuit est en faveur de pCREB, ce qui se tracduiupe activation deAa-nat En fin de nuit,

76



A 1004
. -5 ICER mRNA
=0~ ICER protein

754

S0

% of maximum o
A 070 3ADERA

ke WY

= 100 o -l pReCMV 215 =15k

E T —¥— plCLERy g o
g 3

= " — &= plCERay - z

S = NE + ICERsi z

= = =

= = Z10pR

= g g

B E £

8 = 2

] g £

] é k= NE + ICERfl

] £ <E 05
= =
< < —
% Z /'/.
:E :E Control

A 0.0 =
m time |h| /I I T T |

1
01 2 3 4 5 6

Hours after NE stimulation Hours after NE stimulation

Figure 23 : Role de la protéine ICER dans I'établismment du rythme d'expression de Aa-

nat. (A) Profils d'expression de 'ARNm et de la protéi@&R dans la glande pinéale de rat en
LD 12:12.(B) Effet de I'invalidation de I'expression d'ICER dass gdinéalocytes en culture sur la

synthése de mélatonine. Les pinéalocytes ont détgsfecté avec des oligonucléotides sens
(PICERS) et antisens (pICERas) ciblant I'ARNntet, puis stimulés pendant 2 heures avec de la
NA. L'expression de la mélatonine est suivie pend2nheures. La sous-expression d'ICER ne
change pas le profil de sécrétion de la mélatomraés augmente de deux fois les quantités
sécrétéeqC) Effet de la sous-expression et de la sur-expreshI@ER dans des pinéalocytes en

culture. Les cellules ont été transfectées avecadésovirus codant soit des ARN interférents
ciblant 'ARNm dicer, soit la séquence compléetécdr (sur-expression), puis stimulés pendant 6
heures avec de la NA. Contrairement a l'expérigmméeédente, la sous-expression d'ICER n'a
aucun effet sur la synthese de mélatonine, aloeslgsur-expression inhibe fortement celle-ci.

(d'apresMaronde et al., 1999A et B) etHo et al., 2006C))

ce ratio est nettement en faveur d'ICER, ce quitraduirait en une inhibition de la
transcription de Aa-nat(Marondeet al., 1999a; von Galet al., 20009. De plus, l'inhibition
de l'expression d'ICERin vivo chez des souris mutantes pcdOREM ou in vitro par
l'utilisation d'oligonucléotides antisens, augmeiorement I'expression deAk-nat (ARNmM

et protéine) et la sécrétion de mélatonine endagéhaduites par la NAfigure 23, Foulkes

et al., 1996a; Marondet al., 1999a; Pfeffeet al., 2000. Seulement, le décours temporel de
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I'Aa-naten fin de nuit ou de stimulation est identiques daxpression d'ICER soit réprimée
ou non figure 23), invalidant donc cette hypothese. De plus, cesltgts ont été infirmés
récemment par une étude révélant que la sous-eipmed'|CERINn vitro par des ARN
interférants n'avait aucun impact sur l'inducti@nl'da-nat et ce aux méme points horaires
que dans l'étude précédentigyre 23, Ho etal.,, 2007h). ICER ne serait donc pas
responsable de la terminaison de la transcript®r’/Ah-nat mais pourrait participer a la
diminution du ratio d'induction de cette derniéa,conjonction avec la diminution d'AMPc
et la déphosphorylation progressive de CREB, pmitdr les niveaux maximaux atteints.

De ces différentes études, une autre hypotheseeeyéraelon laquelle ICER pourrait étre
responsable des variations photopériodiques depliutle du pic de Ra-nat En effet,
I'expression du genEREM est corrélée a la longueur de la nuit et résuiteree expression
plus longue d'ICER en photopériode courte, avemde=aux diurnes et en début de nuit plus
importants en photopériode courte qu'en photopériodgue. Ainsi, par sa forte expression
en début de nuit, ICER pourrait étre responsabldélai observé dans l'induction déd-nat
en photopériode courte dans la glande pinéalatdeaulkeset al., 19960).

Un dernier rble a également été proposé dansllistament du rythme deAk-nata I'age
adulte. En effet, durant le développement embrymarchez le rat, Aa-nata une expression
constitutive tres élevée et ICER n'est pas expfiméhleet al.,1999. A la fin de la premiére
semaine post-natale, le rythme journalier d'ARNntiAdla-natse met en place, en paralléle du
rythme d'expression d'ICER qui, selon cette hymeheéserait responsable de l'inhibition
diurne de l'expression deAdi-nat Cependant, il est important de noter ici que diess
expériences de sous expression d'ICER, I'expresgiomique de Aa-natest toujours visible
et les niveaux de base ne sont pas augmentéss@g@re que la mise en place du rythme de
I'Aa-natdépend essentiellement de la mise en place demiation noradrénergique, générant
également le rythme d'ICER.

Enfin ICER pourrait également avoir un impact stauttes genes impliqués dans la
synthése de mélatonine, comme il a été suggeéeré pexpression des recepteufs

adrénergiques(fefferet al.,1999.

D. Les protéines du complexe AP-1 : activationour  épression ?

A l'origine, le complexe AP-1 a été décrit comme amsemble de protéines se liant

spécifiquement sur les séquences TRE des promadteseset al., 1987). Aujourd'hui, cette
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terminologie fait référence a tous les dimeres &s@u sein des familles JUN et FOS. FOS et
JUN sont des protéines dont la taille est compigee 300 et 400 acides aminés. La famille
FOS comprend 4 membres identifiés chez les mamesifes-FOS, FOS-B, Fra-1 et Fra-2,
pour "FOS Related Antigen") et la famille JUN emge 3 (c-JUN, JUN-B et JUN-D)
(Herdegen & Leah, 19938Contrairement aux protéines CREB/CREM/ATF, lestéurs AP-1

ne sont pas constitutifs, mais nécessitent d'gtrhétisés puis activés. Cette synthese est trés
rapide suite a un stimulus, ce qui leur a valurel'ualifiés de génes précoces. Ces protéines
contiennent un domaine bZIP qui permet leur dinadios entre eux, mais également avec les
autres protéines a domaine bZIP, complexifiant enteurs possibilités d'action. De plus, la
formation des dimeres apparait spécifique du tyhelaire et de I'expression temporelle des
différents acteurs. La fonction des protéines FO3U&N dépend donc du contexte cellulaire

dans lequel elles sont présentesi(ienov & Kerppola, 2001

1. FOS et JUN : interactions et réles physiologique s

La grande différence entre les protéines FOS ettt essentiellement dans la position
des domaines bZIP et densactivation. Alors que les protéines JUN sont orgges selon
le schéma observé pour CREB/CREM/ATF, avec le doenale trans-activation en N-
terminal et le domaine bZIP en C-terminal, les @ras FOS ont une organisation inversée
(figure 24, Hesset al., 2009). De ce fait, les protéines FOS ne peuvent quaebdimeériser
avec les protéines JUN, alors que ces dernieregepes’homodimériser. De plus, la position
centrale du domaine bZIP rend la liaison a I'ADN Fl@S possible uniqguement suite a
l'interaction avec les protéines JUN. Cependarite dateraction semble nécessaire pour
augmenter le pouvoir de liaison a I'ADN et ttansactivation des protéines JUN. Par
exemple, c-JUN a une forte affinité pour les séqasrde I'ADN lorsqu'il sthomodimérise,
mais son activité et son affinité sont encore audées lorsqu'il s'hétérodimérise avec c-FOS
(Halazonetiset al., 1988; Ryseck & Bravo, 1991; Sassone-Cetsal., 1990. De plus, les
protéines JUN-B et JUN-D, ne présentant que peantbiogie avec c-JUN et ne possédant
respectivement que 20% et 60% de son activité,e®uvent étre de forts activateurs
trancriptionnels lorsqu'ils sont associés a c-F@&( et al., 1989; Ryseck & Bravo, 1991

L'interaction des protéines AP-1 entre elles peunér lieu a 18 dimeéres, tous ayant des
propriétés de liaison a I'ADN et deans-activation différentes, en faisant soit des attues
soit des répresseursi€rdegen & Leah, 1998; Hest al., 2004; Mechta-Grigoriotet al.,

2001). Par exemple, la dimérisation entre Fra2 et JUtbBne lieu & une forte activation
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TGAGTCA

[Z] Région basique : liaison & I'ADN B Domaine  C-terminal  de
trans-activation de FOS

M Leucine zipper : dimérisation [C] site de liaison pour JINK

[C] Domaine N-terminal de [ site de liaison pour ERK
trans-activation de JUN

Figure 24 : Structure des protéines c-FOS et c-JUNLa structure des deux protéines est
similaire en termes de domaines présents. ToutesmiEsedent une région basique et le domaine
Leucine zipper. Le domaine deansactivation contient un site d'ancrage pour degémes
kinases : JNK pour c-JUN et ERK pour c-FOS. Les jpBuex acides aminés modifiés sont
indiqués en rouge et leur position dans la séquestadiquée. La différence majeure tient dans
la position du domaine diansactivation qui se situe a l'extrémité N-termindke la protéine

pour c-JUN et a l'extrémité C-terminale pour c-FQSaprédess et al., 2004

transcriptionnelle (augmentation de 150% de I'@étinormale de JUN-D), celle entre Fra2 et
c-JUN diminue cette activation (d'environ 30%),|'gtteraction entre c-FOS et c-JUN ou
JUN-D l'augmentefuzukiet al., 1997). Ceci démontre bien qu'une seule et méme protéine
peut avoir deux fonctions selon le partenaire adeegiel elle agit. Le cas de JUN-B est
également fort intéressant. Cette protéine a uibéefaffinité pour I'ADN, ce qui fait que les
dimeres JUN-B/JUN-B sont généralement inactifs dadivation des promoteurga les
sites TRE. En se dimérisant avec c-JUN ou JUN-DN-BUinhibe le potentieltrans
activateur de ces deux protéines essentiellemedinegnuant leur affinité pour I'ADNL{eng
& Karin, 1993; Mechta-Grigorioet al.,2001; Metzet al., 1994; Ryseck & Bravo, 1991l
apparait donc clairement que les relations temiesralans la présence de ces différentes
protéines définissent un jeu d'activation/inhibitales promoteurs des genes tres précis.

En plus de ces interactions complexes, les dim@&fsl ne sont pas uniquement

spécifigues des séquences TRE, mais ils peuveremgat se lier aux sites CRE des
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promoteurs, qui ne different des TRE que d'uneesdidse (TRE: TGAGTCA; CRE:
TGACGTCA). Ainsi, les dimeres c-JUN/c-JUN et c-FOS/dNJ4e lient avec la méme
affinité sur les sites TRE et CRE pour activerrnscription, et leur affinité est méme plus
forte pour ces derniéres que celle de CREBsEck & Bravo, 1991; Sassone-Coesial.,
1990). Cependant, tous les diméres ne sont pas capbkesfixer sur les sites CRE. De plus,
il semblerait que cette fixation soit spécifique aigtains génes, en fonction des séquences
régulatrices entourant les sites CRE(ienov & Kerppola, 2001; Herdegen & Leah, 1098
L'activation de la transcription des genes parcdenplexe AP-1 est conduite par
I'association des différents facteurs de transonipavec le complexe de préinitiation ou des
co-activateurs. Par exemple, c-JUN peut s'assasiec CBP et TFIID Arias et al., 1994;
Oehler & Angel, 199y, et c-FOS avec CBP, TFIID et TBRI¢tz et al., 1994). Les capacités
de trans-activation sont augmentées par la phosphorylafiordomaine ddrans-activation
essentiellemenvia les MAPK (JNK pour JUN et ERK1/2 pour FOSgure 24), mais
également par d'autres kinases comme FRK ("FOSI&eduKinase") et GSK3 ("Glycogen
Synthase Kinase 3"}Herdegen & Leah, 1998; Hestal.,2004; Karin, 199% Originellement,
ces facteurs de transcription ont été caractéciségsne conduisant les effets de la stimulation
de la PKC. Cependant, ils apparaissent aujourc¢bmme un centre de convergence de
multiples voies de signalisation (sérum,?CaAMPc) et de multiples protéines kinases
(Herdegen & Leah, 1998; S al., 2009). De plus, ces voies de signalisation semblerg plu
ou moins spécifiqgues en fonction du type cellulaismdant une généralisation tres difficile.
C'est pourquoi je ne décrirai que l'activation é&adlans la glande pinéale des mammiféres.

2. AP-1 et transcription de I' Aa-nat

Les facteurs du complexe AP-1 sont exprimés damgalade pinéale de rat suite a une
stimulation noradrénergique. L'expression de c-FO3JN, JUN-B, JUN-D et Fra-2 a plus
particulierement été étudie@dler & Klein, 1995; Carter, 1997 La régulation de cette
induction par la stimulation noradrénergique déféselon le facteur considéf@. vivo etin
vitro, les ARNm dec-fosetjun-B sont fortement exprimé, de facon rapide et traisitdes 2
heures apres la stimulation noradrénergiqueier, 1990; Carter, 1992; Carter, 190%®ur
régulation differe par le type de récepteur imphigefos est induit massivement par la
stimulation a-adrénergique, alors quen-B est régulé a la fois par les voies et -
adrénergiques. En ce qui concerne l'induction detimes, les études réaliséesvitro sont

quelgue peu contradictoires, avec soit un faibletefe la stimulationp-adrénergique sur c-
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FOS, et pas d'induction de la protéine JUN-B paAa(Chetsawancet al., 2007), soit une
nette stimulation de c-FOS par 'AMPc¢uulivaara & Koistinaho, 1991ou encore une
stimulation de c-FOS et JUN-B suite a la stimulatimradrénergiqueC@rter, 199)iou de c-
FOS uniquement avec de fortes doses de R@lef & Klein, 199). In vivo, la protéine c-
FOS a été décrite avec une expression constitudive 24h Baler & Klein, 199).
L'expression dgun-D ne varie pas sur 24h, et ne semble pas réguléta péf car ni les
agonistes ni les antagonistes adrénergiques mBualteson expressionCarter, 199).
L'expression de-jun est en revanche diminuée en début de nuit suite stimulationf-
adrénergiquevia une inhibition par la PKA{arter, 199). Cependant, ce dernier est stimulé
in vitro par la stimulation noradrénergique, résultantateement d'une action antagoniste
d'une voie activatrice par la PKC et inhibitrice pPKA (Carter, 1992; Carter, 199BH.e
dernier de cette longue série, Fra-2, est égaledntt par la stimulatiorg-adrénergique,
avec un minimum pendant le jour et un maximum elreaifin de nuit chez le rat8@ler &
Klein, 1995; Engeeét al.,2005; Guillaumonett al.,2000.

L'activité de fixation des protéines AP-1 sur léquences TRE suit un rythme journalier
et circadien, avec un maximum en fin de nfigure 25, Baler & Klein, 1995; Carter, 1994,
Guillaumondet al., 2000. Ce rythme est contrélé par I'horloge, car ilpdisit en LL et
persiste en DD{arter, 199), et est inhibé suite a une exposition a la luengurrant la nuit
(Guillaumondet al., 2000. Cependant, I'analyse de la composition du coxepkP-1 par
EMSA diverge selon les auteurs. Pour certains JUBEJUN-B seraient les composants
principaux du complexe, avec JUN-D lié a I'ADN qued soit I'heure de la journée et JUN-B
durant la nuit. c-FOS ne ferait pas partie du cexgpl exceptén vitro (Carter, 199). Pour
d'autres auteurs, JUN-D, c-JUN et Fra-2 seraientéenposant majeurs, et c-FOS et JUN-B
ne participeraient que faiblement en fin de nfigufe 25, Guillaumondet al., 2000; Smith
et al., 2007). Ce profil particulier de fixation & I'ADN a laé supposer un role répresseur du
complexe AP-1 dans la transcription d&aFnaten fin de nuit. Fra-2 a été décrit comme la
protéine majeure conduisant cet effet, essentieliémgrace a son réle d'inhibiteur décrit dans
la littérature et a son profil d'expression quieglarfaitement avec une inhibition d&d-nat
en fin de nuit Baler & Klein, 1995; Guillaumonet al., 2000. Cependant, l'utilisation de
dominants négatifs pour Fra-2 chez desiratgvo, ou la sous-expression de Fra2itro ne
modifie absolument pas le profil d'expression 8a-hat invalidant donc cette hypotheseq(
et al., 2007b; Smithet al., 2001). Néanmoins, d'autres genes semblent affectésxeample

Dio2. En effet, la conséquence des deux expérienceégegtes est I'augmentation de
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Figure 25 : Profil temporel de fixation des protéine AP-1 sur les séquences TRE dans la
glande pinéale de rat.La fixation de protéines sur des séquences oligéatidiques TRE a été
étudiée par la technique d'EMSA. La contributionpessive des différents facteurs formant le
complexe AP-1 a été évaluée en mesurant la dinimudiu signal AP-1 spécifique résultant de
I'ajout d'anticorps spécifiques. Les protéines Fre=2UN et JUN-D semblent étre les constituants
majeurs des complexes AP-1 fixés a 'ADN. (d'a@aslaumond et al., 2000

I'expression d®io2 dans la glande pinéale de rat, suggérant dondélannhibiteur de Fra-2
dans la transcription de ce gene. Le rdle du coxeplkP-1 dans la régulation du profil
rythmique de la transcription dé&#-natreste donc encore trés obscur. Cependant, lafe
mutation du site AP-1 du promoteur d&a*natn'a jamais été étudié. De plus, certains de ces
facteurs se fixant également sur les séquences (CB&rait trés instructif d'étudier le profil

de fixation de ces différents facteurs de transiormpsur ces séquences.

E. Les produits des génes horloge

Comme beaucoup d'autres structures centralesiphpggues, la glande pinéale exprime
les produits des génes horloge. Chez le rat eildss les ARNm ddé’erl/2/3et Cryl/2 sont

exprimés selon un rythme journalier et circadiargcaun maximum en début/milieu de nuit,
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de méme que ceux d@mall qui sont maximum durant le jouFi{kuharaet al., 2000;
Karolczaket al.,2004; Namihireet al., 1999; Simonneaugt al.,2004; von Galkt al.,2007).

Les ARNm deClock sont exprimés selon un rythme journalier avec @ximum en milieu

de nuit chez le rat et la sourisgfolczaket al.,2004; Namihiraet al., 1999. L'expression des
protéines PER1/2 et CRY1/2 est maximale en fin dé& (iKarolczak et al., 2009. En
revanche, I'expression des protéines BMALL et CLG€HKible constante sur 24 heures, avec
un trés Iéger pic durant la nuit.

Au contraire des NSC, ou ces protéines oscillentfalgon soutenue, le rythme
d'expression s'amenuise trés rapidement dans aledad pinéales en culturebe et al., 2002;
Fukuhareet al., 2009, traduisant tres certainement la forte dépendded&xpression de ces
genes a des signaux extérieurs. L'expressiorPeiel et Cry2 est en cela tout a fait
caractéristique, car elle dépend fortement debkrdition de NAIn vitro etin vivo, la NA et
les agonistef-adrénergiques induisent l'expressiorPael et Cry2 dans la glande pinéale de
rat (Simonneauxet al., 2004; Takekidaet al., 2000. De méme, l'expression deerl est
inhibée suite a une ganglionectomieakekidaet al., 2000. De plus, leur expression est
réduite en début de nuit par le propranolol ou ergosition a la lumiére=(kuharaet al.,
2000; Simonneaugt al.,2004; Takekidat al.,2000. Ceci suggére que la glande pinéale est
un "oscillateur esclave" dont le fonctionnementsysichronisé par les NS@a la NA.

Au regard de leurs profils d'expression, les prisddes genes horloges pourraient jouer
un réle dans I'établissement du rythme de synttiéda mélatonine par la glande pinéale. Ces
protéines appartiennent aux familles de facteurgatescription a domaines PAS et bHLH :
CLOCK et BMALL1 se dimérisent pour activer la tramgtion via les E-box, et PER et CRY
se dimérisent pour inhiber leur action (veaction [). Ainsi, I'expression de CLOCK/BMALL1
pourrait activer la transcription dé\d-naten début de nuit, et PER/CRY inhiber celle-ci en
fin de nuit. De plus, le promoteur déd-natcontient une séquence ressemblant & une E-box
dans sa partie distale (CAG& au lieu de CACGG), ainsi qu'une E-box consensus et une y
ressemblant dans le premier intréialeret al., 1997; Baleret al., 1999; Burkeet al., 1999.

La mutation des deux E-box du premier intron nalgas le rythme d'expression deaFnat
chez le rat, mais permet l'expression ectopiqueetie-ci (Humphrieset al., 2007). De plus,
la transfection de CLOCK/BMALL n'induit pag\é-natdans la glande pinéale de rat, bien
gue ceux-ci se fixent sur le promoteurh¢n & Baler, 20000 Cependant, cette expérience
permet d'induire Aa-nat dans la rétine, et la mutation des E-box introegjinhibe cette

induction.
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Il reste surprenant que ces genes n'aient pagtd®ff l'induction de Aa-natchez les
mammiféres, alors qu'ils sont primordiaux dansaliéésement du rythme d'expression de
I'Aa-natdans la rétine ou dans la glande pinéale de oerpaiissons et du poulet. Ceci traduit
certainement une différence de régulation entreranoscillateur (rétine et glande pinéale de
poissons et de poulet) et un oscillateur esclalem@g pinéale de mammiferes).

Il est toutefois intéressant de noter ici que deffle la mutation des E-box ou la
transfection avec les diméres CLOCK/BMAL n'a paé &sté en conjonction avec la
stimulation noradrénergique. Il est tout a faitgibe que ceux-ci n'interviennent pas seuls,
mais en complément de pCREB. De plus, aucune expdine relate les effets d'une
mutation de I'E-box contenue dans le promoteuraldidé IAa-nat dans la glande pinéale.
Enfin, il est également possible que ces facteuesviennent indirectement dans la régulation
de l'expression deAa-nat en contrélant d'autres géenes, par exemple |'AdényCyclase

dont le promoteur contient également une E-titha(iet al.,2007).

F. Des régulateurs en devenir ?
1. Facteurs activateurs

Bien que son activation soit importante pour leorége de Ra-nata I'AMPc, CREB ne
semble pas étre le seul facteur de transcriptitimadeur régulant cette derniere. En effet, la
mutation de la séquence CRE n'abolit pas complétemaeréponse deAa-nata I'AMPc,
mais réduit celle-ci de 60 a 80%deret al., 1997. De plus, le traitement de pinéalocytes de
rat avec de l'acide okaidique, un inhibiteur desphatases, induit la phosphorylation de
CREB sans stimuler I'expression dgaFnat(Spesseret al.,2000. D'autres facteurs semblent
donc bien nécessaires a une réponse totaldaadita I'AMPc. Le promoteur distal d\R-
nat contient, en plus du site CRE, une boite CCAATem¢e dont la mutation entraine une
diminution de 60 a 80% de I'activité transcriptieh@ (Baleret al., 1997. De plus la double
mutation de cette séquence et de la séquence GitEtatalement l'induction deAa-natpar
I'AMPc. Ces deux séquences semblent donc agirreergie afin de conférer au promoteur de
I'Aa-nat la capacité d'induire la transcription suite a déimulation noradrénergique.
Cependant, les facteurs de transcription impligigiss ce mécanisme n'ont pas encore été
identifiés.

Un régulateur potentiel pourrait étre NF-Y. Ce éart de transcription, se fixant

spécifiquement sur les élément CCAAT inverséserptimé dans la glande pinéale de rat et
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régule la transcription basale et induite par I'AMie [aTpOH (Coteet al., 2002, dont le
promoteur ne contient pas de sites CRE. NF-Y agit@hcert avec Spl, un autre facteur de
transcription se liant aux régions riches en GQyrpoduire [aTpOH suite a la stimulation
noradrénergique. De plus, ces deux facteurs saem@gnt activés par la PKA#{nielloet al.,
1999; Rohlif etal., 1997). Le promoteur de Aa-nat contenant ces deux séquences
régulatrices, il n'est pas impossible qu'ils agissele concert avec les protéines
CREB/CREM/ATF pour induire une réponse maximald'Ala-nat comme il a été démontré
dans d'autres systemesg@erset al.,, 1998; Leeet al., 1999. La glande pinéale exprime
également des facteurs de transcription de la landiP-2 ("Activating protein 2"). Ces
facteurs montrent une activité nocturnea(ies & Carter, 2006 et ont été originellement
décrit comme des facteurs de réponse a 'AMPc xamtfisur les éléments riche en GC
(Williams et al.,1989.

Un dernier facteur, CRX, semble important dansffiissement du rythme d'expression
de [Aa-nat Ce facteur se fixe sur les sites PIRE du promadesial et du premier intron du
gene de Ra-nat Il assurerait ainsi la spécificité tissulaire ltexpression de cette derniere
(Baleret al.;1999; Liet al., 1999. Il est exprimé de maniére circadienne, avec arimum
durant la nuit I(i et al., 1999. L'importance de ce facteur est appuyée par iteqfee sa
mutation chez la souris diminue grandement I'exgioesde Aa-nat (Furukawaet al., 1999.

Il pourrait ainsi agir de concert avec la voie cAIMRA/pCREB afin de réguler I'expression

des génes dans la glande pinéale.

2. Facteurs répresseurs

En plus de ces facteurs activateurs identifies mhtaemment nécessaires a une
stimulation totale de Aa-nat d'autres facteurs de transcription inhibiteunst sxprimés et
actifs dans la glande pinéale. DREAM ("DownstrearagiRatory Element Antagonist
Modulator") est un candidat fort intéressant.dbi' d'une protéine liant le €aet qui se fixe
sur les sites DRE des promoteurs sous forme dentétes. Elle réprime la transcription des
génes dépendant du CTaet de I'AMPc (edo et al., 20001). Ce facteur est d'autant plus
intéressant qu'il est inhibé par la PK#a l'activation et l'interaction de DREAM avec
CREMa (Ledoet al.,2000). Il interagit également avec CREBa son activation par le €5
en séquestrant celui-ci, empéchant donc l'interacintre pCREB et CBR.¢doet al.,2002).

Il est exprimé dans la glande pinéale de rat, etesivité de liaison sur les sites DRE du

promoteur de ARa-nat est maximale durant le jouli(k etal., 2004. Son action est
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importante dans la répression de la transcriptiasale de Ra-nat mais n'empéche pas
I'induction de celle-ci suite a la stimulation paMPc (Link et al., 2009). Ainsi, DREAM
participerait a la régulation du rythme d'expresdie IAa-naten réprimant la transcription
basale de celle-ci durant le jour.

Id-1 appartient a la famille des protéines a domabHLH. Elle est cependant
caractéristique car elle ne possede pas de dordaifiaison a 'ADN et agit donc comme un
répresseur des autres facteur de transcriptiomaide bHLH (ndres-Barquiret al., 2000).
Id-1 est exprimé selon un rythme journalier dangléande pinéale de rat, avec un maximum
en fin de nuit lumphrieset al., 2002). Son réle semble tres intéressant, notammensgar
interaction possible avec les genes horloge, agpant également a la famille des protéines
bHLH. Il pourrait réprimer en fin de nuit I'actioe CLOCK/BMALL en synergie avec
PER/CRY. Cependant, vu que les protéines horlogessemblent pas nécessaires a
I'expression rythmique deAlk-nat (Humphrieset al., 2007, le role d'ld-1 dans la glande
pinéale reste pour le moment inexpliqué.

Un dernier facteur répresseur de la transcriptienlda-nata été mis en évidence
réecemment dans la glande pinéale de ratkBNENuclear FactokB"). Il pourrait créer un
lien direct entre la voie des glucocorticoidesaesynthese de mélatonine. En effet, I'activité
de I'AA-NAT et la synthese de mélatonine sont ptiédisées dans des cultures préalablement
pré-incubées 48h avec de la corticostéroreréiraet al., 2009. Cet effet est mimé par le
traitement avec un inhibiteur spécifique de la stacation nucléaire de NB. Ainsi, les
glucocorticoidesyia la fixation sur leurs récepteurs, empécheraieiralaslocation nucléaire

de NRB, ce qui permettrait une potentialisation de latsgse de mélatonine.

G. Modifications structurales de la chromatine
1. Histones et transcription

Chez les eucaryotes, 'ADN constitue une grandetout¢ qui doit étre compactée pour
étre contenue dans le noyau. La chromatine apparadt la forme d'un "filament d’ADN" sur
lequel il est possible d'observer de petites girest sphériques régulierement disposées
(Lugeret al.,19973. Ces structures sont des complexes multiprotéiquamposés d'histones
et autour desquels I'ADN s'enrouleufer et al., 1997b; Richards & Elgin, 20)2Chaque
nucléosome est constitué de 8 histones (deux dguehformes H2A, H2B, H3 et H4)

constituant un "coeur" ficelé par 147 paires de vabADN (Luger et al., 19970). Leurs
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extréemités s'étendent a l'extérieur des nucléosopesnettant leur modification et leur
interaction avec I'ADN et/ou d'autres protéinesnshi ces extrémités constituent des sites
d'interaction avec diverses enzymes modifiant leyeopriétés par acétylation,
phosphorylation, sumoylation, ubiquitination et hdation, et permettant de modifier I'état
de compaction de I'ADNBErger, 2002; Orphanides & Reinberg, 2002; Richa&dslgin,
200). Les facteurs de transcription activateurs et réa@s influencent directement
I'expression des génes chez les eukaryotes pecrigtement de co-activateurs, dont la plupart
ont des activités enzymatiques catalysant ces matidns des histones. Ceci permet de
rendre le site d'initiation accessible ou non ammglexe de préinitiation et a la PollN {rlikar
et al., 2009). Par exemple, les protéines CBP et CLOCK ontmepriété d'acétylation des
histones Doi et al.,2006; Goldmaret al.,1997; McManus & Hendzel, 2001

Parmis toutes les modifications, la phosphorylatitatétylation et la méthylation des
histones H3 ont été les plus étudiées. Elles péemtesoit une activation soit une inhibition
de la transcription en fonction du résidu modifigeger, 2002; Claytoet al., 2006; Nowak
& Corces, 2004; Shilatifard, 20neD'une maniére générale, un état inactif dedadcription
(une compaction de I'ADN) est conduit par une ddation de la Lysine 14 suivie d'une
méthylation de la Lysine 9. La phosphorylation deSErine 10, I'acétylation de la Lysine 14
et la méthylation de la Lysine 4 sont activatrickes la transcription (décompaction de la
chromatine). L'aspect temporel de ces différentesdifications des histones apparait

extrémement important dans la régulation de l@gattivation de la transcription d'un gene.

2. Histones et glande pinéale

Il existe deux études relatant la régulation desdlifivations des histones dans la glande
pinéale. La premiere a permis de montrer que |aspiarylation de I'hisone H3 sur la Sérine
10 avait lieu rapidement en début de nuit danddadg pinéale de rat, avant l'induction de
I'Aa-nat (Chik et al., 2007). Cette phosphorylation est dépendante de l'dmivade la
signalisationp-adrénergique, plus particulierement I'AMPc. Enienilde nuit, il y a une
déphosphorylation rapide de ce résidu suite ddtaate phosphatases. Ceci suggére que la
phosphorylation de I'histone H3 en début de nditregortante dans l'induction dé#-nat

Dans la deuxiéme étude, les mémes auteurs ont énguér la déacétylation de la Lysine
14 de l'histone H3 est nécessaire a linductionl'da-nat En effet, le traitement de
pinéalocytesin vitro avec des inhibiteurs des enzymes déacétylant iEsnks inhibe

fortement l'induction deAa-nat(Ho et al.,20073. Au contraire, ce traitement résulte en une
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stimulation de l'expression de 'ARNm daefog montrant donc que l'effet d'une méme
modification est spécifique du géne considéré. €eiltat sur Aa-nat est assez surprenant,
étant contraire au schéma global généralementtdgariger, 200p. Cependant, le méme
effet a été décrit pour d'autres géenes dépenddMec (Fasset al.,2003.

Je relaterai ici une derniére étude que j'ai réalisn collaboration avec I'équipe du Dr
Anthony HO, lors d'un séjour dans son laboratdifeur cette étude, nous nous sommes
intéressé a l'effet d'un inhibiteur de la méthglatdes histones sur I'expression de divers
genes régulés par I'AMPc dans la glande pinéatatd®&los résultats ont montré que I'ajout de
cet inhibiteur réprimait l'induction deAlk-nat et dicer, mais qu'au contraire, celui-ci
potentialisait linduction dec-fos De plus cet inhibiteur n'a d'effet quau début lde
stimulation. Ces résultats montrent que la métlgrades histones est nécessaire a l'induction
de IAa-nat sans doute en permettant le recrutement du complie préinitiation. La
méthylation de la Lysine 4 et de la Lysine 6 étaspectivement activatrice et inhibitrice
(Berger, 200), il serait intéressant de continuer cette étudeamalysant le profil de

méthylation de ces différents résidus suite aihawdation noradrénergique.

H. Conclusion : la transcription de I' Aa-nat est régulée par une balance
temporelle précise de facteur de transcription acti vateurs et inhibiteurs

L'induction de la synthése de mélatonine chez teesh essentiellement régulée par le
contrle de la transcription deA#-nat Cette induction dépend de l'activation et/ou ae |
synthese de facteurs de transcription spécifiqugissant en synergie afin de contoler
précisément l'aspect temporel de I'expression dREM\ Parmis ces facteurs, les roles de
PCREB et ICER ont été les plus étudiés dans ladglginéale. La balance existant entre ces
deux facteurs est a la base de linitiation/réfwessle 1Aa-nat par I'AMPc. Cependant,
d'autres facteurs de transcription interviennemtaggment dans cette régulation. Parmis
ceux-ci les facteurs du complexe AP-1, de par leudesactions complexes avec les protéines
des familles CREB/CREM/ATF, pourraient jouer uner@gpresseur et/ou activateur qu'il
serait intéressant d'étudier plus en détail.

L'aspect temporel de l'expression des ces divettedes de transcription apparait
primordial dans I'établissement du rythme jourmadiesaisonnier de la synthése deathat
Ceci est possible en régulant précisément |'éatidation/répression du promoteur a chaque

moment du nycthémeére, en présence ou non de lalation noradrénergique.
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IV. Restriction temporelle de la synthése de mélato nine chez le

hamster syrien : objectifs de I'étude

La majorité des informations disponibles sur laufation de la synthese de mélatonine
dans la glande pinéale des mammiferes provienétlekes effectuées chez le rat. Cependant,
vu le rdle majeur que joue la mélatonine dans letréte des fonctions saisonnieres, il est
essentiel d'étudier cette régulation chez des anirdant la physiologie est saisonniere. Au
cours de ma these, je me suis plus particulieremégriesse a la régulation de la synthese de
mélatonine dans la glande pinéale du hamster symemongeur a physiologie saisonniere.
Nous verrons ici en quoi la synthése de mélatonlrez ce rongeur differe ou non de celle
observée chez le rat. Je poserai également ichypstheses de travail a l'origine des

expériences réalisées au cours de cette these.

A. Régulation transcriptionnelle nocturne de I'  Aa-nat

La synthese de mélatonine chez le hamster syrienig8e par la libération nocturne de
NA sur la glande pinéale. Elle est inhibée en LLsaiie a une ganglionectomieznkeet al.,
1979; Vaughan & Reiter, 1986Comme chez tous les rongeurs étudiés, la symtdes
meélatonine chez cette espece dépend de la néatmimstde [Aa-nat(Garidouet al.,2003b;
Garidou et al., 2002b; Gaueret al., 1999. Cette derniére est massivement régulée par
l'augmentation d'’AMPc induite par la stimulatifradrénergique Garidou et al., 2003b;
Lipton et al., 1981; Santanat al., 1989a; Santanat al., 19889 et potentialisée par la
stimulationa-adrénergiqueGaridouet al.,2003b; Santanet al.,1989b; Stankoet al.,1990.
L'initiation de la synthese de mélatonine chezamster syrien semble donc similaire a celle
observée chez le rat.

Cependant, il existe une nette difféerence dansélai d'induction de la synthese de
mélatonine, qui est de 6 a 8 heures chez le hamgtien, en comparaison des 4 a 5 heures
nécessaires chez le rat. Il a été suggéré quelaedddit di a une insensibilité de la glande
pinéale a la NA en début de nuit. En effet, beapa@tudes ont montré que l'induction de la
synthese de mélatonine chez cette espreoayo ou sur des glandes pinéales en culture, par
des agonistes adrénergiques n'était possible gléarieme moitié de nuitREiter et al.,
1987a; Reiteet al., 1987b; Santanat al., 1988a; Santanat al., 1988b; Steinlechnegt al.,
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1985; Vaugharet al., 1986; Vaugharet al., 1987; Vaughan & Reiter, 1987Cependant, ces
études suggéraient implicitement un mécanisme wtiiwh identique a celui décrit chez le
rat : elles ne mesuraient les effets que deux drepidheures aprés l'application aigué
d'agonistes adrénergiques. Par la suite, il a édodtré que la glande pinéale du hamster
syrien était bien sensible a la NA des le débuladeuit, puisque des injections chroniques
d'agonistes adrénergiques en fin d'apres-midi ardnexpression deAa-natet la synthése
de mélatonine de 2 a 4 heurés(idouet al.,2003b; Gonzalez-Britet al., 1988¢. De méme,
cette induction est possible sur des glandes mnaéat culture prélevées en début de nuit et
stimulées au moins 6 heures avec de la forskolizt@neet al., 1990. Ce délai semble
plutét dO au temps nécessaire a la néotranscription a I'accumulation de I'ARNmM dad-
nat En effet, I'application d'actinomycine D en dédetnuit ou en début de stimulation en
culture inhibe la synthése de mélatonine et I'@étide 'AA-NAT, alors qu'elle n‘a aucun
effet en milieu de nuit ou de stimulatio{nzalez-Britoet al., 1990; Santanat al., 1990.
Ceci a été confirmé suite au clonage da-hatchez le hamster, ce qui a permis de montrer
que le délai d'induction de I'ARNmM est supérieuwredui obsevé chez le rat : 5 a 6 heures
contre 3 & 4 heuress@ridouet al., 2003b; Gaueet al., 1999; Rosebooret al., 1999. Le
long délai d'induction de la synthése de mélatonirez le hamster vient donc d'une induction
retardée deAa-nat

Il est possible que ce retard dans l'induction'Ae-hatchez le hamster syrien soit di a
une libération plus tardive de la NA en début d& que chez le rat. Cependant, une étude
récente a proposé que ce délai soit di a l'existelene étape supplémentaire dans la
transcription de Aa-nat En effet, l'injection de cycloheximide en débw duit inhibe
fortement, mais pas totalement (50 a 70%), I'exgiwasnocturne deAa-natchez le hamster
syrien (Garidou et al., 20038, mais pas chez le raR¢seboomet al., 1999. Ce résultat
suggere fortement que linduction dé\a‘nat chez le hamster est dépendante de la
néosynthese de protéines activatrices en débutitde n

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons étudigble probable des facteurs de
transcription du complexe AP-1 pour plusieurs nassa 1) ce sont des facteurs de
transcription nécessitant une néosyntheése avardér leur action, 2) leur role stimulateur a
été décrit dans de nombreux systemes cellulait@j,le promoteur deAa-natchez plusieurs
espéces contient au moins un site AP-1 a proxidhitésite d'initiation. Nous avons étudié
I'expression de ces divers facteurs (en particdi€OS et c-JUN) chez le hamster, mais
également chez le rat, afin de déterminer si dééreihces entre ces deux espéces pouvaient

expliquer la divergence dans le délai dinductienl’da-nat observé. En parallele, CREB
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ayant été décrit comme important dans l'inductien I'Aa-nat chez le rat, nous avons

également déterminé son profil d'expression chaaiaster.

B. Restriction diurne de l'induction de I Aa-nat

Le hamster syrien est également caractérisé parresteiction de la synthese de
mélatonine uniqguement a la phase nocturne du nyetre En effet, celle-ci nécessite non
seulement une longue période de latence de 6 ar@havant d'étre induite (voir paragraphe
précédent), mais elle est également impossiblénaulstr durant le jourjn vivo ou sur des
glandes pinéales en culturkifion et al., 1982; Reiteret al., 1987a; Reitert al., 1987b;
Santanaet al., 1988a; Santaneat al., 1988b; Vaugharet al., 1986; Vaugharet al., 1987,
Vaughan & Reiter, 1997 Cette incapacité a stimuler la synthese de méila¢ durant le jour
chez le hamster semble directement liée a un béodad'induction de la transcription dad-
nat (Garidouet al., 20031. Notons toutefois que la majorité de ces étudesresure I'effet
des agonistes adénergiques 2 a 4 heures aprésildasibn, ne tenant donc pas compte du
délai nécessaire a l'induction de 'ARNm deinat Cependant, le blocage de l'induction de
la transcription de Aa-nata également été mis en évidenevivo suite a des injections
chroniques d'agonistes adrénergiques sur une darédeuresiaridouet al.,2003}).

Deux hypothéses sont envisageables pour expligughénomene de bloquage diurne :

* La premiere est un blocage transcriptionnel ded@tion de Aa-nat En effet, I'injection

de cycloheximide en milieu de nuit a des hamstgriersin vivo permet l'induction de la
transcription de Ra-naten début de jour suivanBaridouet al., 20031). Ceci suggére que ce
blocage serait d0 a la synthese nocturne d'unéipeoun facteur de transcription ?), présente
durant le jour pour inhiber la transcription deaFnat

* La deuxieme est un blocage de la voie de signaisatoradrénergique. En effet, la
production d'AMPc dans des glandes pinéales, pgékeen milieu de jour et mises en culture,
est plus importante suite a une stimulation paaderskoline que suite a une stimulation par

un agonistg-adrénergiquefantanat al., 19880).

Plusieurs éléments nous ont tout d'abord condeiiudier le role de la protéine ICER
dans la mise en place de la restriction diurneadeanscription deAa-natchez le hamster
syrien : 1) ICER a été décrit comme un trés fopreéseur des génes induits par I'AMPc, et
plus particulierementAa-nat en entrant en compétition avec pCREB pour l'accessites
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CRE des promoteurs, et 2) ICER est une protéirseestiable dont le taux est élevé durant le
jour dans la glande pinéale de rat. Nous avons &fardié le profil d'expression journalier de
I'ARNmM et de la protéine ICER afin de voir si leothge diurne de l'induction déd-nat
pouvait étre expliqué par une forte expressionmdiute cette protéine.

En paralléle, nous avons étudié la possible imftinad'un blocage de la voie de
signalisation noradrénergique durant le jour. Poomfirmer cette hypothése, nous avons
étudié si ce blocage concernait également d'afaotsurs induits par 'AMPc tels que c-FOS
et pPCREB.

Enfin, pour compléter cette étude, nous avons agdlyrole de I'norloge centrale dans la
régulation de la mise en place de ce phénoménesteaction dans la glande pinéale de

hamster syrien.

C. Régulation photopériodique de I' Aa-nat

La mélatonine délivre un message temporel a |'asgaan par la variation de sa durée de
présence dans le plasma, donc de sa durée de synérerelation avec la durée de la nuit.
Chez la plupart des espéces, cette variation dathgrée du pic de mélatonine est directement
contrblée par la durée de l'activité nocturne ABINAT. Chez les rongeurs, I'allongement de
cette activité enzymatique est directement dépdmdian allongement de la transcription de
I'Aa-nat Chez certaines especes, I'amplitude du pic detoréhe varie également, pour
augmenter en photopériode courte, essentiellent@oedg une augmentation de l'activité de
I'HIOMT (voir section Il.). Chez certaines especes (rat et hamster sibéfimplitude de
I'expression de I'ARNmM deAla-natet I'activité de I'enzyme diminuent en photopéegiadurte.
Chez le hamster syrien, les variations photopéyice de la synthese de mélatonine sont
caractérisées par un allongement de la durée daesctiption de Aa-nat et une forte
diminution de l'amplitude d'expression de 'ARNm m@motopériode courteG@aridouet al.,
2003h. Ceci n'a toutefois pas de conséquences sur litadg du pic de mélatonine, sauf
lorsque les animaux sont en photopériode natucgilee pic est plus ample en photopériode
courte Brainard et al., 1989. De plus, la régulation de l'induction déd-nat semble
différente chez cette espéce. En effet, chez letriat hamster sibérien, le délai d'induction de
I'expression de Aa-natet de la synthese de mélatonine augmente avemngaiment de la
durée de la nuit (voirsection 1l), alors que ce délai ne varie pas en fonction ale |
photopériode chez le hamster syriena(idou et al., 2003b; Miguezet al., 1995; Reiter,
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19939. De plus, la terminaison de la transcription ‘Bda@dnatet de la synthése de mélatonine
chez cette espece differe en fonction de la phoime considérée : elle est initiée par
l'arrivée de la lumiére en photopériode longue @itdlée par I'hnorloge en photopériode
courte, car elle débute avant la fin de la nuiteCle rat, cette différence d'expression
photopériodique de 'ARNmM dedk-natsemble due a I'expression différentielle du facteu
transcription inhibiteur ICER, plus forte en délmé nuit photopériode courte, expliquant
ainsi l'allongement du délai dans l'induction deylathese de mélatonine (voir sectitrC ).

Nous avons ici cherché a déterminer si la présdi€&R variait avec la photopériode,
et surtout si la diminution d'amplitude du pic giexssion de Aa-natchez le hamster syrien
pouvait étre due a un taux nocturne plus élévéetie-ci. Parallelement, cette étude du profil
photopériodique d'expression d'ICER et de pCREBrpamous permettre d'envisager le role
de la balance d'expression entre ces deux factluns les variations de l'induction et de la
terminaison de la synthése de mélatonine chezfestes syrien.

D. Conclusion

La régulation cellulaire et moléculaire de la sy de mélatonine a été essentiellement
étudiée chez le rat, longtemps considéré commeoldeta de référence pour I'ensemble des
rongeurs. Cependant, il apparait aujourd’hui gque dieergences existent en fonction de
I'espéce de rongeur considérée et de son cargetepériodique ou non. Ainsi, chez le
hamster syrien, la restriction temporelle de lalsyse de mélatonine semble étre contrblée de
maniere beaucoup plus stricte que chez le rat.

L'ensemble des études réalisées au cours de s®\ise a ameéliorer nos connaissances
sur les mécanismes cellulaires et moléculaireslaégua synthese de mélatonine chez le
hamster syrien. Ces études ont permis de compremdioi ces mécanismes different de
ceux décrits chez le rat, mais surtout leur impam#adans la mise en place du rythme

photopériodique de synthese de mélatonine darnanae pinéale.
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Mateériels et meéthodes






l. Animaux et prélévements des tissus

A. Stabulation

Les hamsters syriens utilisés dans le cadre dele®ttomposant cette these étaient des
femelles élevées dans l'animalerie de notre labibea{chronobiotron). Pour les différentes
expériences, elles étaient agées de 8 a 10 senmilzedate de début de I'expérience. Les
animaux, 3 a 6 par cage, étaient gardés en conslitionstantes de température et d’humidité
et avaient de la nourriture et de la boisson antélolls étaient également soumis a un cycle
LD de 14 heures de lumiere et 10 heures d'obsc{uitéere rouge de 19h a 05h, intensité
inférieure a 2 lux). Dans le cas des études enopioibde courte, des animaux agés de 5-6
semaines ont été transférés en conditions lumisedeelO heures de lumiére et 14 heures

d'obscurité (lumiéere rouge de 19h a 09h, intensféFieure a 2 lux) pendant 10 semaines.

B. Prélevements
1. Pour I'immunohistochimie

Les animaux sont anesthésiés a l'isoflurane etatge ¢horacique est ouverte afin de
dégager I'accés au cceur, qui doit toujours baieel’héparine (100 pl a 25.000 IU/ml) est
injectée dans le ventricule gauche pour éviteroagalation du sang dans les vaisseaux, ce
qui nuirait a la bonne perfusion du fixateur. Apgeeelques secondes, I'oreillette droite puis
le ventricule gauche sont incisés et une canulerdsncée dans le ventricule gauche jusqu’a
l'aorte. Une solution de PBS 1X ("Phosphate Bu8atine" : NaCl 137 mM ; KCI 2,7 mM ;
NaHPO, 8 mM ; KH,PO, 1,5 mM ; pH 7,4) est d’abord perfusée pendanindinutes afin
d'éliminer le sang au maximum. Puis celle-ci eshplacée par une solution de fixateur
composée de formaldéhyde dilué a 4% dans du tampposphate 100 mM (NHPO, 81
mM, NaHPO..H,O 19 mM, pH 7,4). Apres fixation, la téte entiet prélevée et gardée
dans le fixateur pendant 24 heures a 4°C. Endait®rveau est disséqué, en prenant garde de
laisser la glande pinéale en place, et replacé Bafigateur pendant 24 heures a 4°C. Le
cerveau fixé est ensuite rincé une premiere forglaet 30 minutes, puis pendant une nuit

dans du PBS 1X afin de laver le fixateur.
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2. Pour I'hybridation in situ et le Western-Blot

Les animaux sont anesthésiés au,@Qis décapités. Pour I'hybridation situ, les
cerveaux sont congelés sur de la carboglace etoas a -80°C jusqu'a la coupe. Les
cerveaux congelés sont coupés a une épaisseur deml@ l'aide d'un cryomicrotome
(cryostat, LEICA). Les coupes sont ensuite mont&as des lames histologiques stériles
préalablement gélatinées afin d'améliorer I'adheepuis conservées au congélateur a -80°C
avant utilisation pour I'hybridation. Pour le WesteBlot, les pinéales sont prélevées et
congelées dans des tubes Epperidsui de la carboglace, & raison de 2 ou 3 par tiles

sont ensuite conservées a -80°C jusqu'a la réalisaés homogénats cellulaires.

3. Pour les cultures organotypiques

Les animaux sont anesthésiés, puis décapités. lapslas pinéales sont prélevées et
mises dans du milieu de culture [MC : DMEM (Sigm&)aHCQ 43,5 mM; pH 7,3;
supplémenté en pénicilline 100 unités/ml et enpsbraycine 100 pg/ml] sur glace. Les
glandes pinéales sont alors nettoyées de leursmgeEnpuis placées sur des inserts de culture
(Millipore) dans des plaques 6 puits contenantl,2e MC, a raison de 3 a 4 par membrane
selon I'expérience. Les glandes pinéales sont aloubées pendant 30 minutes a 37°C sous
une atmosphéere a 95% dB8% de CQ, puis soumises aux différentes conditions
expérimentales. A la fin de I'expérience, ellest smmgelées dans des tubes Eppefidqiis

conservées a -80°C jusqu'a la réalisation des hénaig pour le Western-Blot ou la RT-PCR.

[l. Immunohistochimie

A. Inclusion, coupe et montage sur lames

Cette étape permet de durcir les blocs de tissdeees inclure dans une matrice de
polyéthyléne glycol (PEG, ACROS ORGANICS) afin daliser des coupe&lpsenet al,
1993. Le PEG est un composé solide a température atebiet liquide a plus haute
température (la température de fusion variant ection de son poids moléculaire). Il est
hydrosoluble et se dissous totalement lors du ngendi@s coupes sur lames.

Avant l'inclusion, les cerveaux fixés sont déshyéisaselon la séquence suivante : un

bain d’1h d’éthanol 70° ; un bain d'1h d’éthanol°’9%eux bains d’1h d’éthanol 100° ; un
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bain d’au moins une nuit de n-butanol (améliorelh@rence des tissus riches en lipides).
Apres la déshydratation, la procédure d’inclusitaifectue selon la séquence suivante : un
bain de 4 a 5h de PEG 1000 (poids moléculaire)°€ 5%n bain d’'une nuit de PEG 1000 a
55°C ; un bain de 4 a 5h d'un mélange PEG 1000/&f0vol.) a 55°C ; un bain d’'une nuit
de PEG 1000/1500 a 55°C. Le mélange PEG 1000/1&80fefinir I'épaisseur des coupes :
plus il y a de PEG 1500, plus le bloc sera durles fes coupes pourront étre fines. Les
cerveaux sont ensuite placés dans des moulescetvierts de PEG 1500 et le tout est placé a
55°C pendant 30 min pour supprimer les bulles d’eé@s moules sont ensuite laissés a
température ambiante pendant environ 2h afin dirassun durcissement progressif et
homogene du PEG. Les blocs sont alors préts &@tees.

Les blocs de tissu sont débités en coupes de 8 |[aid@ d’'un microtome (LEICA). Les
rubans de coupes obtenus contenant la glande piséal conservés dans des boites en carton
a l'abri des hautes températures et de I'humiti&é. coupes sont ensuite montées sur des
lames SuperfroStPlus (Menzel-Glaser) dans une solution de saceba2®b, qui permet une
bonne adhérence des coupes sur la lame, ainsi gulonne conservation de
immunoréactivité Klosenet al., 1993. Les coupes sont ensuite séchées pendant 15 min a
45°C pour assurer une bonne adhérence. Elles pealas étre utilisées directement pour
l'immunodétection ou conservées dans de l'eau acétenant un antifongique (azide de

sodium 0,02%) pour une utilisation ultérieure.

B. Immunodétection des antigenes

Les lames sont incubées pendant 1h avec une sollgitait non gras a 3% dans du TBS
1X ("Tris Buffered Salt" : Tris(hydroxymeéthyl)-anométhane 20 mM ; NaCl 154 mM ; pH
7,6)-Tween20 0,05% afin de saturer les sites deoliaaspécifiques, puis elles sont incubées
une nuit, a température ambiante en chambre huenge, I'anticorps primaire dilué dans une
solution de TBS 1X-Tween20 0,05%-SVF (sérum de \featal) 1%. Les concentrations et
les caractéristiques des anticorps utilisés somhées dans le tableau 1.

Les coupes sont ensuite lavées 3 fois 10 min aue€BHS 1X ("Tris Buffered High
Salt" : Tris(hydroxyméthyl)-aminométhane 20 mM ;QN&00 mM ; pH 8,6)-Tween20 0,05%,
puis incubées pendant 1h a température ambianteuaventicorps secondaire biotinylé d’ane
anti-lapin (Jackson), dilué au 1/2000 dans unetisple TBS 1X-Tween20 0,05%-SVF 1%.
Ensuite, les coupes sont lavées 3 fois 10 min dkngBHS 1X-Tween20 0,05%, puis
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incubées avec de la streptavidine-peroxydase (Rathge au 1/2000 dans une solution de
TBS 1X-Tween20 0,05%-CWFS 0,25% (gélatine de peaypalsson). La streptavidine est

couplée de facon covalente a la peroxydase etsgdifister a plusieurs molécules de biotine. Il

en résulte une amplification du signal par rappdtanticorps secondaire couplé uniquement
a de la peroxydase.

A la fin, les coupes sont lavées 3 fois 10 min daun3BHS 1X-Tween20 0,05%, puis 10
min dans une solution de TBI 1X ("Tris Buffered ttazole" : Tris 50 mM ; imidazole 10
mM ; pH 7,6), et enfin incubées avec la solutiomé@elation composée de diaminobenzidine
(DAB, 0,5 mg/ml) et de peroxyde d’hydrogene (0,0038ans du TBI 1X. Lors de la
dégradation du peroxyde d’hydrogéne en eau par égoxgdase, une réaction
d’oxydoréduction se produit et la diaminobenzidest dégradée en un composé formant un
précipité brun, visible au microscope. Les coupm® £nsuite longuement rincées d'abord
dans du TBS 1X, puis dans de I'eau ultra pure, ytfsiées dans des bains d’alcools de degré

croissant, puis montées entre lame et lamelle kianikitt.

Protéine : . : _—
: immunogene Fournisseur Dilution
cible
CREB extrémité C-terminale de la protéine humaine EUROMKD 1/2000
acides aminés 123 a 136 de la protéine chez lg r
PCREB (contenant la Ser133 phosphorylée) ﬁJROMEDEX 1/2000
c-FOS extrémité N-terminale de la protéine humaine SANTRUZ 1/2000
¢c-JUN extrémité N-terminale de la protéine humaine SANTRWUZ 1/500
. o Dr Francoise
ICER Protéine ICER entiere MIOT 1/2000

Tableau 1 : Récapitulatif des anticorps utilisés par I'immunohistochimie et le Western Blot.

C. Quantification

Afin d'assurer une quantification fiable et reprotilie de I'immunoréactivité des coupes,
une attention particuliere a été prise dans letréifits traitements des coupes et dans
I'organisation de celles-ci. Ainsi, toutes les lantBune méme expérience ont été traitées

simultanément avec la méme quantité de produitsey@ample, les anticorps sont préparés en

98



une seule fois et sont ensuite dispersés surtessla raison de 50 ul de solution par coupe.
Les lavages et la révélation ont été effectués diengrands volumes pour que toutes les
lames soient traitées simultanément et pendantexaat le méme temps. Dans le cas des
études photopériodiques les lames appartenant aux ghotopériodes ont été traitées
exactement au méme moment. Par ailleurs, I'expresdes differentes protéines a été
analysée sur des coupes adjacentes. Trois coupagipwl, prélevées a différents niveaux de
la glande pinéale, ont été analysées pour chaqeérierce. De plus, des tests de dilution ont
été effectués pour chaque anticorps afin de déénimeilleur rapport signal/bruit de fond et
de s'assurer que le marquage obtenu n'est pa8.satur

Apres la réaction d'immunohistochimie, les images dlandes pinéales sont prises a
I'aide d'un microscope (DMRB, LEICA) couplé a uraamé&ra numeérique (DP50, Olympus).
Tous les parameétres de luminosité et de contrasteles microscope et le programme
d'acquisition (Viewfinder Lite, Olympus) ont étételéninés sur la premiére pinéale de
chaque expérience et ont été gardés constantstquates les autres coupes. Les images ont
été enregistrées en niveaux de gris (8 bits) aésaution de 1392x1040 pixels. L'image est
décomposée en pixels dont l'intensité lumineusea@dte par un nombre entre 0 et 255 : 0
correspondant a la valeur maximale d'intensitég(piklancs) et 255 correspondant a la valeur
minimale (pixels noirs). Dans ce cas, plus les gaie la coupes auront fixé les anticorps et
réagi a la révélation, moins elles laisseront passieimiére et plus elles apparaitront sombres.
Inversement pour les zones n'ayant pas réagi.

Les images obtenues ont été analysées a l'aideogiciel Image J La procédure
d'analyse et de quantification est expliquée erg@nasur Idigure 26. La premiére étape est
la soustraction de I'image de bruit de fond dealjma analyser. Pour chaque lame, une image
d'une zone vide ne comportant aucune coupe (beuitodd de la lame) est prise et a été
soustraite aux images des coupes de la méme |lame'@fiter les problemes d'hétérogénéité
de I'éclairage du microscope. Il en résulte uneganaversée sur fond noir : les pixels
représentant un marquage apparaissent maintengrtuery et le bruit de fond apparait en
noir (figure 26A). Ensuite, les paramétres colorimétriques de detdge résiduelle sont re-
étalonnés afin d'amplifier le signal spécifiguegyre 26B). Concrétement, nous faisons
apparaitre les pixels les plus et les moins margudésur donnons une nouvelle valeur : 0
pour les moins marqués et 255 pour les plus marde@s exemple, une image dont les
valeurs minimale et maximale étaient de O et 14faimtenant des valeurs de 0 et 255, les
pixels intermédiaires étant ré-étalonnés proponédiement. Une vérification de
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Détermination du seuil
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Figure 26 : Séquence d'images représentant les
différentes étapes de la quantification.

La séquence représente les étapes de soustract
(A), de correction de la balance des couléBijset

de seuillaggC) des images. La figurB représente
un montage d'une méme zone de limage au cou
des différentes étapes. Les fleches bleues et vert
pointent des zones faiblement marquées qui sero
respectivement prises en compte ou non.
sélection par la taille des zones permet d'écdeer

zones non considérées comme des hoyaux.

La

on
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I'histogramme de l'image (représentant le nombreigels caractérisé par chaque valeur
comprise entre 0 et 255) est faite afin de s'asgure cette modification ne sature pas l'image
dans les hautes valeurs, ce qui nuirait a la diieation. Pour chaque expérience individuelle
et pour chaque anticorps utilisé, cette maniputagist faite sur la coupe la plus marquée de la
série, les autres images étant ré-étalonnées aaeteenent les mémes parametres. Une zone
de la coupe (la plus grande possible) est aloexct@hnée et mesurée pour calculer la surface.
C'est a l'intérieur de cette section que la guaatibn des zones immunoréactives spécifiques

sera faite.

Afin de ne quantifier que le marquage spécifiquatérét, les images sont ensuite
fragmentées. Concrétement, il s'agit ici de déteemiune valeur d'intensité minimale en
dessous de laquelle les pixels ne seront pas proepte dans la quantification (bruit de
fond). Par exemple, si le seuil est déterminé &eals les pixels dont la valeur est comprise
entre 40 et 255 seront quantifiés, et ceux domalaur est comprise ente 0 et 39 ne seront pas
pris en compte. Ceci permet, dans notre cas, dmm&dérer que le marquage nucléaire, en
s'affranchissant du bruit de fond représenté pamddrice du tissu et le cytoplasme des
cellules figure 26C). En paralléle, une taille minimale et maximals denes a quantifier est
déterminée. Ceci permet d'écarter de la quaniidicates zones trop petites pour étre
considérées comme des noyaux ; cette valeur esé fix 40-50 pixels (8-10 um?). En
conséguence, toutes les zones présentes aprdageel composées de moins de 40 pixels
contigus seront écartées de la quantification. @eninet donc de faire une double sélection
des zones immunoréactives (taille et intensité)y gmarter assez efficacement les zones de
marquage non spécifiquefigre 26D). Afin d'homogénéiser la quantification entre les
différentes coupes d'une méme expérience, ces paemrsont définis et gardés constants
pour toutes les coupes.

Cette méthode permet de mesurer différents parameéetrle nombre de zones
immunoréactives, la surface repésentée par le ragegua densité moyenne et la densité
totale du marquage, etc. Le paramétre que noussastomisi d'exploiter est appelé densité
intégrée totale (TID). Il s'agit en fait de la somufes valeurs de tous les pixels au dessus du
seuil dans la zone de quantification dessinée. Gatanzone quantifiée n'est pas identique
pour toutes les coupes, cette valeur a été nomeal@r rapport a la surface de la zone
quantifiée en um2 (TID/um?). Ceci permet de norsaalies valeurs entre toutes les coupes.
Ce paramétre est tres intéressant, car il prendoerpte a la fois la densité du marquage

spécifique, sa surface, mais également le nombeewmkes immunoréactives.
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Figure 27 : Effet de la modification de la taille de particules et du seuil sur la quantification

de l'expression journaliére de la protéine ICER(A) Effet de la variation du seuil sur le nombre

de zones immunoréactives comptées et sur le TID/Lenquantification est effectuée pour 3

valeurs de seuil différentes (20, 35 et 50). Lketaies particules comptées est constante et éixée

40 pixels. (B) Effet de la variation de la taille des particulssr le nombre de zones

immunoréactives comptées et sur le TID/um2. La qfieation est effectuée pour 3 tailles de

particules différentes (10, 40 et 80 pixels). Leilsest gardé constant et fixé a 35.

Dans cette méthode, il y a 3 étapes crucialesaguiiérent une attention spécifique: 1) la
détermination des parametres pour ré-étalonneal@nbe des couleurs; 2) la détermination
du seuil et 3) la détermination de la taille degipales a prendre en compte. Un exemple de
variations des valeurs finales en fonction du seuilde la taille des particules est donné en
figure 27. A taille de particules constante, les valeurseobés sont plus élevées lorsque le
seuil diminue, mais le profil général reste le mémeseuil constant, la variation de la taille
des particules n'a aucun effet sur le TID/um2. Enqai concerne le nombre de zones

immunoréactives, les valeurs moyennes augmentesdue la taille des particules diminue,

mais le profil global ne change pas.
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Figure 28 : Variations journaliére de l'expression & la protéine ICER dans la glande pinéale

de hamster syrien Les résultats représentent I'expression d'ICER obtpour 2 lots d'animaux
différents (courbe bleue comparée aux courbes roeigeverte) et pour deux réactions
d'immunohistochimie différentes au sein d'un méotédourbes rouge et verte). Les données sont
exprimées comme le ratio entre le TID/um?2 obtenur pGER et CREB sur des coupes adjacentes
(ICER-IR/CREB-IR). Pour chaque point, la moyenne + S&M4-5 animaux est représentée. Il
n'y a aucune différence significative entre lesr@fils (ANOVA a deux facteurs par couple de

courbes, p>0,05).

Par la suite, les résultats obtenus pour un factieutranscription nucléaire (ICER,
PCREB ou c-FOS) ont été normalisés par rapportvalsurs obtenues pour CREB sur des
coupes adjacentes. En effet, nous avons vérifid'exmression de CREB ne variait pas sur 24
heures, afin de I'utiliser comme témoin d'expressionstitutive. Cette derniére normalisation
nous a donc permis de nous affranchir des varsiimer-individuelles (quantité d'expression,
fixation). Cette méthode de quantification nousoaalpermis de réaliser des quantifications

fiables et reproductibles de signaux biologiquegsr@nunohistochimief{gure 28).

lll. Hybridation in situ

A. Synthése des ribosondes

Les sondes utilisées sont des sondes d'ARN (ril@prpermettant une meilleure
hybridation que des sondes d'oligonucléotides. Dargremier article, une autre méthode
d'hybridation pour Aa-nata été utilisée. Celle-ci utilise des oligonucléesicet est décrite en
détail dans le Matériel et Méthodes detitle 1.

103



Les plasmides utilisés pour la synthese des samutesté clonés, séquences et amplifiés
préalablement au laboratoire. Je ne décrirai dontaisynthése de sonde qu'a partir de la
linéarisation de ces stocks de plasmides. Leuractaistiques ainsi que les différentes

enzymes nécessaires a leur linéarisation et arlnscription sont donnés dans le tableau 2.

N° d'accession Provenance Taille Enzyme de Enzyme de
GenBank (nucleotides) | linéarisation | transcription
Séquence de Laboratoire AS: T7
Aa-nat hamster syrien| (Gaueret al., 1999 1045 nc S'.T3
AF092100 )
Séquence de
c-fos hamster syrien Laboratoire 398 AS: spel AS: T7
AF061881 (Dr Jérdbme Menet) S:sacll S: SP6
(nt 628-1025)
Séquence de Laboratoire . .
Icer hamster syrien| (Diaz et al.,2003 591 ASS"?\I%T-” ASS_'TES
AY225377 ' '

Tableau 2 : Caractéristiques des ribosondes utikes pour I'nybridation in situ

1. Linéarisation des plasmides

Le plasmide (50 ug) est linéarisé (37°C ; 1 nwda5ul d'une enzyme de restriction
spécifique (10 U/ul et 1 pl/10 pg de vecteur, Fertag) selon la sonde voulue (sens ou
antisens), en présence de 5 pl de tampon d’enz@¥e(Hermentas) contenant de la BSA
(0.1 pg/ul). La linéarisation est vérifiée par &lepghorése (80V ; 50 mA) sur gel d’agarose
(agarose 0,8 % ; 35 ml tampon tris borate EDTA (JBE, Euromedex ; 1 pl de bromure
d'éthidium 10 mg/ml, Fermentas). 1 ul de plasmidet snis a migrer pendant 1h30 en
présence d’'un tampon salin (500 ml TBE 1X ; 4 wrbare d'éthidium), puis 'ADN est
visualisé sous lumiére UV a 254 nm. Comme la caon&tion d’'un plasmide linéaire differe
de celle d’'un plasmide circulaire, la distance parae par les deux plasmides doit étre
différente, c'est-a-dire que le plasmide linéanggre plus vite.

L’ADN linéarisé est ensuite purifié par une extractau phénol-chloroforme suivie
d’'une précipitation a I'éthanol. La solution d'ADBkt mise en présence de 50 pl de
phénol/chloroforme/lso-amyl-alcool, puis apres mgket centrifugation (13000 g ; 5 min ;
4°C), la phase aqueuse est récupérée et 50 ul digapure sont ajoutés au culot qui est

recentrifugé afin de récupérer le maximum d'ADNeUais toute la phase aqueuse récupérée,
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celle-ci est mise en présence de 100 pl de chlor&pvortexée et centrifugée (13000 g ; 5
min ; 4°C). Le surnageant (environ 80 ul) est récépet 1/10de son volume en acétate de
sodium et 2,5 volumes d'éthanol 100% sont ajowdasifon 8 pul et 200 pl respectivement);
ceci afin de permettre la précipitation de 'ADNprAs 2h a une nuit a -20°C le tout est
centrifugé a 12000 rpm pendant 20min a 4°C. Letcaiosi obtenu est lavé deux fois a
I'éthanol 80% (-20°C) afin d’éliminer les sels, t@&ngé, et le culot est séché. Il est repris

dans de 'eau stérile afin d'obtenir une conceiotnade plasmide linéarisé d'environ 1 pug/pul.

2. Transcription des ribosondes radioactives

La trancription des ribosondes est réalisée avdat IMAXIscript (Ambion) selon les
recommandations du fabriquant. Dans l'ordre, sattehsont ajoutés 2.5 pl de tampon de
Transcription 10X, 1 pg d’ADNc (plasmide linéariseul de ATP, CTP et GTP, 1 pl d'UTP
dilué au 1/48 1 pl de DTT 0.75 M, 1 pl soit 1 U de RNAsine (panhiber les ARNases), 4
ul de®S-UTP (50 pCi) et 1pl d'enzyme de transcription, (T8 ou SP6, 10 U/ul), de l'eau
ultrapure gsp 25 ul. La réaction de transcriptieffectue a 37°C pendant 2h puis apres ajout
de 2 ul d'ADNase encore pendant 30 min. Le volumendieu de synthése de ribosonde est
additionné d'un méme volume d’eau autoclavée, g¢p®sé sur une colonne (Chroma-spin30;
Ozyme) préalablement équilibrée qui est mise arifegér pendant 5 min a 1400 rpm. Le
principe de cette purification est de retenir diansolonne les molécules inférieures a 17 pb.
Ainsi, le ®*S-UTP non incorporé et le plasmide digéré sonnretadans la colonne. La sonde
purifiée éluée est utilisée tout de suite ou stecké20°C. Afin de vérifier le pourcentage
d’incorporation de I'UTP radioactif, une fractiob jtl) du mélange est prélevée avant et apres
centrifugation et placée dans 4ml de liquide detslgtion, permettant ainsi de procéder au

comptage de la radioactivité en cpm avec un compfémissions3.

B. Hybridation et détection du signal
1. Pré-hybridation

Afin de préserver la qualité des tissus, le prerrgtement consiste en une fixation de
15 min par le paraformaldéhyde dilué a 4% dansBI8 PX. Les lames sont ensuite rincées
deux fois 5 min dans du PBS 1X. Les coupes sonmims a un second traitement,
triéthanolamine 0.1 M en présence d’anhydride quétipendant 10 min, qui permet de

saturer les sites de liaisons non-spécifiques eméehant la formation de liaisons
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électrostatiques entre la sonde et le tissu. ApreEsage avec du PBS 1X, les lames sont
déshydratées dans des bains d’alcool de concemtratbissante (de 70 a 100%) pour éviter

la dilution du milieu d’hybridation. Les lames sadtchées a I'air libre avant hybridation.

2. Hybridation

La sonde est dénaturée (95°C, 5 min puis 2 mingtage) avant d’étre mélangée au
milieu d’hybridation préchauffé a 54°C. La concatittn de sonde requise est de 80 pM pour
I'Aa-nat et Icer, et 400 pM pourc-fos Les différents composants du milieu d’hybridation
(tableau 3) permettent de saturer les sites nocifgpées, d'éviter I'oxydation de la sonde et
de diminuer la stringence, le volume aqueux eetaperature de fusion. Le mélange sonde /
milieu est déposé (80 ul) sur les lames, qui sdosaecouvertes d'une lamelle stérile.
L'ensemble est ensuite scellé avec une colle pstolbgie (DPX, Fluka) et placé au four a
54°C pour une nuit.

Concentration Quantité (dans un Concentration
initiale volume final de 40 ml) finale
Formamide désionisé 100% 20 ml 50%
SSC 20x 4ml 2x
Denhart’s 50x 800 pl 1x
ADN de sperme de 10 mg/ml 2ml 0,5 mg/ml
saumon
ARN de transfert 50 mg/ml 200 ul 0.25 mg/ml
Sulfate dextran 100% 49 0,1 g/mi

Tableau 3 : Composition du milieu d'hybridation

3. Post-hybridation

Les différents traitements de posthybridation petemt de réduire les liaisons non-
spécifiques (bruit de fond) par I'utilisation d'urlgonucléase qui digéere les ARN monobrins

(sondes non hybridées) et par des bains succeassifstringence croissante. Aprés avoir
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enleveé la colle et les lamelles, les lames sontédiaiement plongées dans une solution de
SSC 4X pendant 5 min puis dans des bains de SS€lideessifs afin d'enlever le maximum
de milieu d'hybridation restant. Un traitement faaribonucléaseA [20 pl a 10 mg/ml pour
200ml de tampon ARNase (NaCl 0,5 M, TRIS 10 mM pHEBTA 1 mM)] a 37°C pendant
30 min est alors effectué. Ensuite, les lames Botes dans plusieurs bains de stringence
croissante: 2 fois 5 min SSC 2X, 2 fois 5 min SSCAXin SSC 0,5X, 5 min SSC 0,2X, puis
un dernier bain de SSC 0.1X de 30 min a 62°C. leegpes sont ensuite déshydratées dans
des bains d'alcool croissant contenant de I'acdt@atemonium, puis séchées a I'air libre.

4. Autoradiogramme et révélation

En chambre noire, un plan film (Bio Max MR, Koda#3t positionné au contact des
lames hybridées et d’une lame contenant une gartandasd at’C (Amersham), dans une
cassette étanche placée a I'obscurité pendantropstelépendant de la sonde utilisée et de
lintensité de marquage voulu. Les émissifndues au™S ionisent les cristaux d’argent
contenus dans le plan film ce qui forme une imagenke. Par immersion du plan film dans
un bain de révélation (4 min, D-19, Kodak, dilud)lpuis un bain de fixation (3 min, Hypam,
lIford, dilué 1:5) suivis tous deux par un rincag€eau courante, une image visible de grains
d’argent est alors formée et les cristaux non #@sisont dissous. On obtient alors un
marquage au niveau des émissifn&’intensité du marquage est fonction de la quéarde

%3 présente qui est proportionnelle au nombre ditlgbrformés.

5. Quantification

Les films sont scannés et I'image est traitée d@dogiciel Image J(NIH) en utilisant
comme gamme étalon des standard$'@uPar coupe, deux mesures de densité optique sont
effectuées : une dans la glande pinéale et une datrs le cerveau (zone d’hybridation "non
spécifique"). La soustraction de la moyenne obtatares la zone non spécifique de celle de la
glande pinéale permet d’obtenir une valeur corredpot a I’hybridation spécifique, donc un
niveau relatif dARNm hybridé. Pour chaque animale moyenne est calculée a partir des
mesures obtenues pour trois a six coupes. Pouruehpqint horaire, nous avons donc
plusieurs valeurs correspondantes aux moyennesiggepour chaque animal. Comme la
variabilité intra-individuelle est nettement infure a la variabilité inter-individuelle, pour
chaque point horaire, nous calculons la moyennd'etsemble des coupes pour chaque

animal.
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V. Western Blot

A. Préparation des homogénats et dosage des protéin  es

Lorsque nous avions commenceé a utiliser la tectendpi\Western Blot, que ce soit pour
les analysesn vivo ou in vitro, nous groupions 2 a 3 glandes pinéales par conditi
expérimentale pour avoir assez de protéines a ispldCette méthode correspond a la
premiere méthode de réalisation des homogénatsegai décrite. Par la suite, quand nous
avons commencé a exploiter les ARNm par RT-PCR pesirexpériencefn vitro, nous
voulions exploiter a la fois les ARNm et les progs sur les mémes échantillons, afin de
diminuer le nombre d'animaux a utiliser. Par aifeunous avons dans ce cas réalisé les
extractions des glandes pinéales individualiséesor groupées afin d'avoir un effet plus

reproductible. Ceci correspond a la deuxieme méhbektraction des protéines décrite.

1. Premiére méthode

Les homogénats cellulaires sont réalisés dans mpa@a Laemmli ("Laemmli Sample
Buffer" (LSB) 1X: Tris-HCI 125 mM ; glycérol (ultrgpur) 20% ; SDS (sodium dodécyl
sulfate) 4% B-mercaptoéthanol 10%), qui permet de dénatureprieteines (€élimination des
ponts dissulfure, des liaisons hydrogene, etc)eeliedr donner une charge négative globale
(grace au SDS). Les glandes sont soniquées sw diats le tampon a une fréquence de 40
Hz jusqu’a l'obtention d’'une solution homogéne &L05 secondes). Les homogénats obtenus
sont mis a bouillir pendant 5 min dans un bain-mdde qui aide a la dénaturation des
protéines), puis centrifugés a 13000 rpm afin digler les éléments insolubles.

La quantité de protéines contenue dans les homtgyésa dosée selon la méthode de
Zaman-Verwilghen (Zaman et Verwilghen, 1979). Afla précipiter le SDS qui interfere
avec cette méthode de dosage, 5 pl d’homogénatnsisn& incuber 10 min a température
ambiante avec 20 ul d’eau ultra pure et 225 pbdgbn phosphate potassique 100 mM puis
centrifugés a 13.000 rpm. Cent microlitres de iédet Bradford (Bleu de Coomassie G-250
0,01% ; éthanol 95° 4,7% ; acide phosphorique 8,886} ajoutés a 30 ul de surnageant, ce
qui permet une coloration des protéines avec utensité proportionnelle a leur quantité
(Bradford, 197%. Le rapport des absorbances a 620 et 450 nm estirdy puis comparé a

ceux obtenus pour des standards réalisés avealdertiine (de 0,25 pg/ul a 4 pg/ul).
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2. Deuxieme méthode

Dans certaines expériences, les ARN et les preiéomd été extrait sur les mémes
échantillons. Pour cela, la premiere étape conaisteraire les ARN (voisection V.A), puis
I'ADN de la phase organique par précipitation th#iéol (0,3 ml d'éthanol 100% pour 1 ml de
TRI-Reagent); centrifugation 5 min a 2000 rpm a.4RQ surnageant contenant les protéines
(500 pl), sont alors ajoutés 3 volumes d'acétones, gpres 10 min a température ambiante,
les protéines sont sédimentées par centrifugatibPO80 rpm a 4°C. Le culot est lavé 3 fois
10 min dans 1 ml de guanidine hydrochloride 0,3 thkaol 95%-glycérol 2,5%. A chaque
lavage, le mélange est laissé a température ambiddt min puis les protéines sont
sédimentées a 8000 rpm a 4°C. Un dernier lavageaisté avec une solution d'éthanol 95%-
glycérol 2,5% suivi d'une centrifugation de 5 miB@0 rpm. Le culot de protéines est séché
a l'air libre et resuspendu dans du LSB 1X. Lesdmg#mats obtenus sont bouillis 5 min, puis
centrifugés a 13000 rpm. Les protéines sont dad&és méme maniére que précédemment.

B. Séparation et immunodétection des protéines
1. Electrophorése et électrotransfert des protéines

L’électrophorese est réalisée selon la méthodetdguar Doucet [foucetet al, 1990).

Du Bleu de Bromophénol (1 ul) est ajouté aux homaggeafin de les colorer, puis un volume
contenant 10-15 pg de protéines est chargé surdgebolyacrylamide a 14% dont la
composition du gel est donnée dans les tableat4le gel est alors placé dans un appareil
a électrophorése (Mini-Proteanll, BioRAcet recouvert de tampon de migration ("Running
Doucet" 1X : Tris(hydroxyméthyl)-aminométhane 50 miglycine 150 mM ; SDS 0,1% ; pH
8,3-8,9). Un courant électrique de 30 mA est apglipendant environ 1h20.

Les protéines séparées dans le gel de polyacryasodt ensuite transférées sur une
membrane de difluore de polyvinylidéne (PVDF, BidRa qui permet une trés bonne
rétention des protéines en présence de SDS (17gafe protéines/cm?2 de membrane) et
offre également une tres bonne stabilité mécangguehimique. Le gel est d'abord équilibré
pendant 30 min dans du tampon d'électrotransfeawpin 0,5X : Tris(hydroxyméthyl)-
aminométhane 12,5 mM ; glycine 96 mM ; SDS 0,012584 8,3), puis apposé contre une
membrane de PVDF, et recouvert de Towbin 0,5X. burant électrique de 150 a 300 mA
est appligué du gel vers la membrane pendant 1h3838 selon la taille des protéines

recherchées. A la fin du transfert, la membrandagse 4 fois 5 min dans de I'eau ultra pure.
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Solution Composition Volume Concentration finale
Acrylamide Acrylamide 40%, bisacrylamide 1% 1,75 i 14%
Tampon de Tris(hydroxyméthyl)aminométhane 400 mi, 1.25 ml 1X

séparation 4X glycine 1,2 M, glycérol 20%, SDS 1,6% '

TEMED | 5 ul 0,001%

4 Persulfgte __________ 50 l 0.01%
ammonium
Eau ultrapure |  semeeeeee- 2ml | e

Tableau 4 : Composition du gel de séparation (vales pour 1 gel).Le pourcentage de
bisacrylamide est donné en fonction de celui daylamide.

Solution

Composition Volume Concentration finale
Acrylamide Acrylamide 30%, bisacrylamide 2.67% 800 I 4%
Tampon de Tris(hydroxyméthyl)aminométhane 280 m, 15mi 1X
concentration 4X EDTA 16 mM, glycérol 20%, SDS 1,6% '
TEMED | e 20 pl 0,3%
d'Persulfa.te __________ 20 ul 0.3%
ammonium
Eau ultrapure | e 37m | e

Tableau 5 : Composition du gel de concentration (Vaurs pour 2 gels).Le pourcentage de
bisacrylamide est donné en fonction de celui derylamide.

2. Immunodétection des protéines

a) Immunoblot

La membrane est lavée 4 fois 5 min dans une sald® TBHS 1X-Tween20 0,05%,
puis les sites de liaisons aspécifiques sont satwéc une solution de lait 2% dilué dans du
TBS 1X-Tween20 0,05% . Elle est ensuite incubéendgpérature ambiante pendant une nuit

avec I'anticorps primaire dilué dans une solutienf@S 1X-Tween20 0,05%-réactif bloquant

0,25% (Roche)-NaiN0,02%. La liste des anticorps utilisés, leurs c@réstiques et leurs

110




dilutions sont données dans le tableau 1. Aprasubation, la membrane est lavée 6 fois 5
min avec du TBHS 1X-Tween20 0,05%, puis incubéedpeh 1 heure a température
ambiante avec un anticorps secondaire de chévirapint (Jackson), couplé a la peroxydase
de Raifort, dilué au 1/20000 dans une solution B8 TX-Tween20 0,05%-Gélatine 0,25%.
Finalement, la membrane est lavée 6 fois 10 mirs danTBHS 1X-Tween20 0,05%, puis 2
fois 2 min dans du TBS 1X-Tween20 0,05%.

b) Révélation

La membrane est incubée avec la solution de réwélgSupersign&l West Pico
Chemiluminescent Substrate, Pierce) a I'obscugtgdant 5 min. Elle est ensuite placée entre
deux feuilles plastiques avec le reste de la soiutUn film photographique est apposé sur
'ensemble, toujours a l'obscurité. La solution deévélation contient du peroxyde
d’hydrogéne (substrat de la peroxydase) ainsi quduchinol. Lors de la dégradation du
peroxyde d’hydrogéne en eau par la peroxydaseraawtion d’oxydoréduction se produit et
le luminol est dégradé en un composé émettant lie®ps qui vont impressionner le film. I
y aura présence de bandes noires aux endroitsenaativité de la peroxydase a eu lieu, c’est
a dire la ou se situent les anticorps dirigés eom#is protéines recherchées. Le temps
d’exposition peut varier de 30 secondes a 2 heemesnction de la protéine et des anticorps
utilisés. Ce délai passé, le film est révélé sdbrséquence suivante : 10 min dans une
solution de révélateur (Kodak) ; 1 a 2 min dan$ebu pour rincer ; 5 min dans une solution
de fixateur (lIford Hypam) ; 1 a 2 min dans l'eau.

Apres la révélation, les membranes peuvent étréiliséas pour révéler une autre
protéine, aprés avoir décroché les anticorps prémagt secondaires par une élution. Les
membranes sont alors lavées 2 fois 2 min dansedel.l'Elles sont ensuite placées dans du
tampon d'élution (glycine 10 mM ; triton X100 0,39-mercaptoéthanol 50 mM ; pH 2,2) a
50°C pendant 30 min, et enfin lavées abondammemd da I'eau. Elles peuvent alors étre
soit conservées dans de l'eau contenant 0,02% dés, Nsoit réutilisées pour un autre
immunomarquage. Afin de s'assurer que la méthosigr@sine bonne élution des anticorps,
les contréles suivants ont été réalisés pour chauptieorps utilisé : une membrane sans
anticorps ré-incubée avec la solution de révélatione membrane sans anticorps primaire

subissant le méme traitement.
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C. Quantification

Les films photographiques obtenus ont été scanhéda densité optique des bandes
mesurée avec un logiciel d'analyse d'images (Nitdge ). La moyenne de densité optique
d'une bande est normalisée par rapport a la valbtenue pour CREB ou la tubuline

(ttmoins d’expression constitutive) sur la méme tirame apres élution.

V.RT-PCR

A. Extraction des ARNm et synthese des ADNCc

L'extraction est réalisée avec du TRI-Reagent (Eatas) selon les recommandations du
fabricant. Apres les expériences de culture, lasdgs pinéales congelées (1 par tube) sont
directement mises en présence de 600 pl de TRIdRealgomogénéisées et laisées 5 min a
température ambiante. Aprés ajout de® 6 volume en chloroforme et mélange, les tubes
sont laissés 2 & 3 min a température ambiante cpaisifugés a 12000 rpm a 4°C. Il se forme
alors 3 phases : une phase aqueuse (au dessumamries ARN, une phase intermédiaire et
une phase organique contenant les protéines. Leephgueuse (environ 250 pl) est alors
récupérée dans un nouveau tube stérile. Pour mestaixpériences, les autres phases ont été
conservées dans le but d'en extraire les protéines.

A la phase aqueuse sont ajoutés 3 pl d'une soldéaylycogéne ultrapur a 5 pg/ul et 400
ul d'isopropanol. L'isopropanol permet de précidie ARN et le glycogene sert de "porteur”,
assurant une meilleure précipitation. Le mélanddagssé 10 min a température ambiante,
puis centrifugé 10 min & 12000 rpm a 4°C. Les ARBcjpitent alors sous forme de petites
masses geélatineuses qui apparaissent blanchate guéglycogene. Aprés centrifugation, le
surnageant est enlevé et le culot est lavé dankétanol a 70°. Le mélange est alors
centrifugé 5 min a 12000 rpm a 4°C, puis le suraagest enlevé et le culot est séché a l'air
libre (5 a 10 min). Une fois sec, le culot est sgmndu dans 24 pl d'eau ultrapure. Les ARN
dilués sont incubés 10 min a 55°C, puis la conedintr est déterminée par spectrométrie.

La transcription inverse des ARNm est réalisée dwéat Omniscript RT (Qiagen) selon
les recommandations du fabricant. Les 24 pl detisoldd’ ARN obtenus sont mis en présence
de 6 ul d'un mélange réactionnel détaillé dansléetiu 6, puis incubés 1 h a 37°C. Apres
cela, la réaction est stoppée en incubant les thbmg a 95°C. La solution d'ADNc ainsi

obtenue est conservée a -20°C jusqu'a utilisation.
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Concentration stock Volume Concentration finale

Tampon 10 X 1,5 ul 0,5X
dNTPs 5 mM chacun 1,5 pl 0,25 mM chacun
Amorce (oligonucléotide
10 uM 1,5 ul 0,5 uM
composé de 18 T)
Inhibiteur d'ARNase 10 U/ul 0,75 pl 7,5 U (pour 30 ul de réaction)
Omniscript RT 4 U/l 0,75 pl 3 U (pour 30 ul de réaction)

Tableau 6: Composition du mélange réactionnel pour la transgption inverse

B. PCR et détection

L'amplification par PCR se déroule dans le mélaégetionnel détaillé dans le tableau 7.
Elle se déroule suivant la séquence suivante : A d& dénaturation a 94°C, 1 min
d'hybridation des amorces a 63°C et enfin 1 mirtefesion a 72°C. La dénaturation initiale
et I'extension finale sont de 5 min chacune. Le lmente cycles utilisé pour chaque couple
d'amorces est donné dans le tableau 8. Toutegédetians incluent un témoin négatif réalisé
avec de l'eau a la place de I'échantillon. La sécpieles amorces a été déterminée a l'aide du
logiciel libre "Primer 3" disponible sur internekdzen & Skaletsky, 200Cen utilisant les
séquences d'ADNc de hamster, skhdar pour lequel la séquence de rat a été utilisée. Les
séquences sont données dans le tableau 8.

Les ADNc amplifiés sont ensuite séparés par élpbtese (80 V ; 50 mA) sur gel
d’agarose 1,5 % (agarose 0,8 g ; 50 ml TBE 1X | bramure d’éthidium 10 mg/ml) pendant
1 heure dans du TBE 1X. L’ADN est visualisé sousitre UV a 254 nm et une image
numérique du gel est prise. L'intensité des bamiservées est quantifiée selon la méme
méthode que pour les films de Western-Blot. Dansase le témoin d'expression constitutive
utilisé est laGapdh
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Concentration

Concentration stock Volume i
finale
Echantilon | - T
Tampon
10 X 3 ul 1X
(Fermentas)
dNTPs 2,5 mM chaque 1,2 pl 0,1 mM
MgCl, 25 mM 1,8 ul 1,5mM
amorce 30 uM 1 pl de chaque 1uM
TAQ polymérase 5 U/ul 0,2 ul 1 U/réaction
Eau stérile | = - gsp30pul | 0 -

Tableau 7 : Composition du mélange réactionnel paues réactions de PCR

amorces Fragment Taille Nombre
amplifié (nucléotides)| de cycles
172-431
Gauche: 5-TCTGTCTCCGGTACCTGTCC-3
Aa-nat Droit: 5-AGGTATCGCCACAGCAAGAC-3' AF092100 260 30
hamster
408-663
Gauche: 5-GGAGGAGAAACGGAGAATCC-3'
c-fos Droit: 5-CAGGGAAGCCACAAACATCT-3' AF061831 256 25
hamster
59-285
Gauche: 5-TGGCTGTAACTGGAGATGAAACT-3
Icer Droit: 5~AGCAGCTTCCCTGTTTTTCA-3 NMOT 7334 227 25
575-830
Gauche: 5-AGAACATCATCCCTGCATCC-3'
Gapdh | “pioit 5 TCACTCTTGAAGTCGCAGGA 3 - 256 22

Tableau 8 : Caractéristiques des amorces utiliség®ur les réactions de PCR

VI. Analyses statistiques

Les analyses statistigues consistent en des ANOVAnaou deux facteurs selon

I'expérience, suivies d'un test de comparaisondiptad de Tukey. Les différences sont
considérées comme significatives pour p<0,05. lebaque condition spécifique, les résultats

sont exprimés en moyenne + SKEMs valeurs de 3 a 6 animalour les expériences de

culture, ou il n'y avait que de 2 glandes pinéakascondition, aucune analyse statistique n'a

été réalisée.
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Résultats






Cette partie est dédiée a la présentation desaésobtenus dans le cadre de mon projet
de thése. La plus grande partie sera présentédasfmrsne d'un article publié et d'un article
soumis. D'autres résultats seront présentés coramdahnées complémentaires non publiées
et apportant quelques éclaircissements quant awanisines décrits dans les articles. Ces
résultats complémentaires pouvant servir a ladoisdeux articles, ceux-ci seront discutés au
fur et a mesure de leur description.

Cette section est organisée en trois parties. leanigre traite spécifiguement de la
régulation noradrénergique des protéines AP-1 gt@REB et de leur intervention dans la
régulation de la synthése nocturne daihat chez le hamster, mais également chez le rat. La
seconde traite a la fois des mécanismes de laictesir diurne et photopériodique de
I'expression de Aa-nat chez le hamster syrien en conditionvivo, en particulier du réle
d'ICER dans ces deux phénoménes. La troisiemeegadisente des études préliminaires qui
traitent de la restriction diurne dans des glanquiesales en culture. Ces derniéres expériences
ont été réalisées dans le but d'étudier ce phémms@us un autre angle, le mod#&levivo
ayant maintenant atteint ses limites en termes dmppehension des mécanismes

moléculaires associés.
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|. Expression et réle des facteurs AP-1 et de pPCREB  dans la glande

pinéale du hamster syrien

A. Introduction

La synthese de mélatonine chez le hamster synahcomme chez le rat, est strictement
régulée d'un point de vue transcriptionnel. Cepefjdanalyse précise de cette régulation
révele des difféerences majeures entre les deuxespessentiellement dans l'initiation de la
transcription de Aa-nat En effet, le délai d'induction dé\-natest de 5 a 6 heures chez le
hamster, alors qu'il est de 3 & 4 heures chez.|€edte différence semble étre la conséquence
directe de lintervention de facteur de transasiptsynthétisés en début de nuit chez le
hamster Garidouet al.,20030). Dans cette partie, nous avons voulu caractéceseifacteurs
de transcription et étudier leur role potentielslnsynthése de mélatonine.

Les protéines du complexe AP-1 sont des facteutsadscription interagissant entre eux
pour former différents diméres plus ou moins actltms linitiation de la transcription.
L'expression des ces facteurs a été bien décnite ldaglande pinéale de rat et il semblerait
gu'ils n'interviennent pas directement dans lerébmte la transcription deA-natchez cette
espéce. Cependant, vu le caractére précoce desksipn de ces facteurs, nous avons cherché
a savoir si leur intervention pouvait expliquerdidférence existant entre l'initiation de la
synthese de mélatonine chez le rat et le hamstars De but, nous avons étudié I'expression
rythmique de ces facteurs, spécialement c-FOS,N-8UUJUN-B, ainsi que leur régulation
dans la glande pinéale de hamster. En paralléles agons également caractérisé I'expression
et la régulation du facteur de transcription CREB de définir son rdle potentiel dans la
synthese de mélatonine chez le hamster syrienrdsdtats obtenus dans le cadre de cette

étude sont présentés sous la forme d'un articlképetode quelques données complémentaires.

B. Article 1 publié dans Endocrinology en 2006

« L’expression différentielle des protéines AP-1 da  ns la glande pinéale du
hamster syrien et du rat peut expliquer les variati ons spécifiques observées

dans I'expression du géne de I’ Aa-nat. »
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C. Résultats complémentaires

1. Régulation noradrénergique de c-FOS et de pCREB . induction par des
agonistes adrénergiques en début de nuit subjective chez des animaux

maintenus en LL.

Cette expérience a été realisée dans le but detéasar la régulation de I'expression des
protéines pCREB et c-FOS en début de nuit dansaladg pinéale du hamster syrien. Elle
vient en complément d&xpérience n°2 de l'article 1qui consistait en I'étude de l'effet de
I'injection d'antagonistes adrénergiques sur lesgion de ces deux facteurs. Par ailleurs,
cette expérience nous a également permis de démidoses d'agonistes adrénergiques a

utiliser dans I'étude sur la restriction diurnecde deux facteurs danarticle 1 et 2
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Figure 29 : Induction de I'expression des protéinesCREB et c-FOS en début de nuit dans la
glande pinéale de hamsters syrien maintenus en LPour cette expérience 4 groupes d'animaux,
préalablement acclimatés en LD 14:10 (lumiere de &5t0h), ont été maintenus en lumiere
constante (LL) en début de nuit. Trois groupes onirgé€tés a 20h (1h aprées le début de la nuit
subjective) avec soit une solution de Ringer, soi solution d'isoprotérénol/phénylephrine a 3
mg/kg ou 6 mg/kg, puis sacrifiés a 22h (3h apredéleut de la nuit subjective). En paralléle, un
groupe maintenu en LD et un groupe maintenu en ld_ratevant aucune injection, ont été
sacrifiés a 22h pour servir respectivement de t@rpoisitif et négatif d'expression. A 22h, les
animaux ont été sacrifiés et préparés pour l'imrhistochimie pour CREB, pCREB et c-FOS
selon le protocole expliqué dans la partie MatéeielMéthodes. Les données obtenues pour
l'immunoréactivité de pCREB et c-FOS sont présentéeame le ratio entre les TID/um?2 de ces
deux facteurs et le TID/umz2 obtenu pour CREB surcdepes adjacentes. Chaque condition est la

moyenne:SEM de 4 a 5 animaux. *p<0,05 comparée au témogitipen LD (ANOVA a un

facteur suivie d'un test de comparaisons multigeeJUKEY).
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L'inhibition de la libération de la NA en début deit par la lumiere (LL) inhibe
l'augmentation de I'expression endogene de pCRHEiR at-FOS figure 29) normalement
observée 3h aprés le début de la nuit en LD. @edpeession est réinduite par les injections
exogenes d'agonistes adrénergiques (Iso/Phe), aiksux équivalents a la condition LD.
L'expression observée pour ces deux facteurs esimake pour les deux doses utilisées.
Cependant, il est probable que l'injection en elfame puisse causer un léger stress aux
animaux en LL, et ainsi augmenter légerement lesgion de pCREB, car les animaux
injectés au Ringer montrent une légére augmentdgdiexpression de celui-ci.

Grace a cette expérience, en complément de I'exm&rin°2 de l'article 1, nous voyons
que pCREB et c-FOS sont induits en début de nuidpa agonistes adrénergiques, et donc
par la libération endogene de NA sur la glande g@éSuite a cette expérience, nous avons
débuté I'étude sur l'induction de ces deux factparsdes agonistes adrénergiques de jour
dans la glande pinéale du hamster syrien dans tedbudécrypter les mécanismes
responsables de la restriction diurne de la syatdesmélatonine chez cette espece. Pour cela
un protocole d'injections de jour a été défini, wilisant la dose minimale d'agonistes

adrénergique de 3 mg/kg.

2. Régulation noradrénergique de c¢c-FOS : induction par des agonistes

adrénergiques en milieu de jour/ jour subjectif en LD et suite & 3 jours en LL.

Ces expériences peuvent étre utilisées en comptémeeltarticle 1 et de l'article 2. Leur
but est de caractériser l'induction de la protéuf€S en milieu de jour/jour subjectif en LD
et en LL. Lafigure 30A montre tout d'abord que l'induction de c-FOS pas dgonistes
adrénergiques est trés faible, en milieu de jourL&y suggérant donc une restriction
temporelle de son induction tout comme polaihat Cependant, cette induction est possible
lorsque les animaux ont été maintenus en LL duBajaurs figure 30B). Ceci peut venir
d'une hypersensibilité des récepteurs causéeimabition de la libération endogéne de NA
par la lumiere constante. Néanmoins, cette comditaus a permis d'analyser si I'induction de
c-FOS dépendait de la stimulatienet/oup-adrénergique. Il apparait surfigure 30B que la
stimulation par l'isoprotérénol est nécessairaifisante a l'induction de c-FOS aprés 3 jours
en LL, alors que dans cette condition, la stimafati-adrénergique est inefficace.

Ceci suggere que l'inhibition de I'expression deQS en début de nuit par la prazosine
(expérience 2 de l'article )1 n'est pas due a une inhibition directe de lal®s# de c-FOS par

la voie a-adrénergique, mais plutét par une inhibition deptdentialisation de la voig-
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adrénergique. Cependant, dans l'expérience déwiiteaucun effet potentialisateur sur

I'induction de c-FOS n'a pu étre observé (condititso et Iso/Phe similaires). Il est possible
que l'effet de la lumiére constante sur I'hyperigdité des récepteurs soit plus important dans
le cas des récepteupsadrénergiques que des réceptexsadrénergiques chez le hamster,

expliquant ainsi I'absence d'effet de la stimulatieadrénergique.

+1h +3h
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Figure 30 : Induction de I'expression de la protéinee-FOS en milieu de jour/jour subjectif
dans la glande pinéale de hamsters syrien en LD aprés 3 jours en LL (A) Les hamsters
maintenus en LD ont été injectés en milieu de jodr2h] avec une solution
d'isoprotérénol/phénylephrine (Iso/Phe ; 3 mg/kg)de Ringer et les glandes pinéales ont été
prélevées 1 heure ou 3 heures aprés l'injectionL€B animaux ont été maintenus en LL 3 jours
avant le début de l'expérience. Le jour de l'expége ils ont été injectés en milieu de jour
subjectif (12h) avec soit une solution d'isopratéi€lso ; 3 mg/kg), de phénylephrine (Phe ; 3
mg/kg), d'un mélange des deux (Iso/Phe, 3 mg/kguwi)aou de Ringer, puis les glandes pinéales
ont été prélevées 1 heure ou 3 heures apres florjedans les deux expériences, 2 groupes
d'animaux ont été sacrifiés au moment de l'injecgb a 22h et constituent respectivement des
témoins d'expression de jour et de nuit. Pour ebampndition, 2 a 3 glandes ont été groupées
dans un méme tube pour obtenir une quantité detipest exploitable. Les prélévements, la
réalisation des homogénats et les western blots p&DS et CREB ont été effectués selon le
protocole détaillé dans la partie Matériel et Méld® (méthode 1 pour les homogénats). Chaque

expérience a été reproduite 2 fois, avec des edsudimilaires.
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Il. Restriction diurne et régulation photopériodiqu e de I'expression

de I' Aa-nat dans la glande pinéale de hamster syrien

A. Introduction

La deuxieme caractéristique de la synthese de ométet chez le hamster syrien est
l'incapacité a stimuler celle-ci de maniére exoggmer des injections d'agonistes
adrénergiques durant la phase diurne du nycthén@ette restriction de la synthese de
mélatonine est directement liée a la restrictior'idduction de RAa-nat vu que celle-ci ne
peut pas non plus étre stimulée par des injectidinsnes d'agonistes adrénergiques.
Cependant, l'utilisation du géne daad‘naten tant que marqueur d'activation de la glande
pinéale est difficile, essentiellement a causeahg Idélai nécessaire a son induction. Dans
I'article 1, nous avons caractérisé la régulation de c-FQBigen évidence son expression
précoce suite a une stimulation noradrénergigueisNwons donc suivi I'expression du géne
c-fos(ARNm et protéine) en tant que marqueur de l'atitim de la glande pinéale.

Des études précédentes ont suggéré l'interventionfaicteur de transcription inhibiteur,
présent et actif durant le jour, et responsablém@bition diurne de la transcription dé\#-
nat Connaissant le role majeur d'ICER dans liniobitide la transcription des génes
dépendant de I'AMPc, nous avons étudié le pradimlession de cette protéine dans la glande
pinéale du hamster syrien. Son expression élevéantue jour pourrait expliquer
I'impossibilité d'induire Aa-nat ainsi que les autres génes dépendants de I'AMPc.

Nous avons également envisagé I'hypothése questaction diurne de l'induction de
I'Aa-natsoit due a un blocage de la voie de signalisatmmadrénergique. Dans ce but, nous
avons étudié le profil d'activation de cette siggaion, en utilisant I'induction de pCREB

comme marqueur.

B. Article 2 en cours de publication dans  Journal of Neuroendocrinology

« Blocage diurne de la synthese de mélatonine ddasglande pinéale du

hamster syrien »
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C. Résultats complémentaires
1. Expression diurne de la protéine ICER aprés 1 ou  3joursen LL

Afin de déterminer si l'induction diurne defos Icer et Aa-nataprés 1 ou 3 jours en LL
(article 2, expériences précédentesaridou et al, 2003 est due a une diminution de
I'expression d'ICER dans la glande pinéale (quena I'inhibition sur les séquences CRE des
promoteurs), nous avons étudié la quantité de iptECER présente en milieu de jour
subjectif dans la glande pinéale de hamster sguée a 1 ou 3 jours en Lifigure 31).

Apres un jour en LL, les niveaux d'ICER en miliea gbur (& 14h) sont diminués
d'environ 50% par rapport a ceux observés en LDe#\@3 jours en LL, les niveaux sont
encore diminués et atteignent environ 35% des oween LD. Il apparait donc que
I'inhibition de la libération endogéne de NA surdande pinéale durant la nuit inhibe la
formation de la protéine ICER, qui diminue fortemaprés seulement une nuit en LL. Cette
diminution pourrait expliquer pourquoi il est pddsi d'induirec-fos Icer et lAa-naten LL.

En effet, la diminution de la quantité de protéiteER diminuerait ainsi 'inhibition des sites

CRE des promoteurs des génes qui deviendraierst atoessibles a pCREB.
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Figure 31 : Expression de la protéine ICER en miliewle jour subjectif en LL dans la glande
pinéale de hamster syrienLes animaux, préalablement acclimatés en LD 14:10.6th soit
maintenus en LD, soit placés en LL durant 1 ou 3 jouesjour du prélevement, ils ont été
perfusés a 14h avec la solution de fixateur etceweaux ont été prélevés et traités pour
I'immunohistochimie pour ICER et CREB conformément @otocole détaillé dans la partie
Matériel et Méthodes. Les données sont présentéemede ratio entre le marquage ICER et le
marquage CREB (ICER-IR/CREB-IR) et chaque point esityennet SEM de 4 animaux.
*p<0,05 comparée a la condition LD (ANOVA a 1 faatesuivie d'un test de comparaisons

multiples). ' p<0,05 entre les deux conditions en LL.
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2. Effet d'une injection nocturne de cycloheximide

fos et de I' Aa-nat par des agonistes adrénergiques.

sur l'induction diurne de

C-

Suite a la découverte de la fenétre de restrictiaetivité transcriptionnelle dans la

glande pinéale, nous avons voulu savoir si celldégpendait d'une synthése nocturne de

protéine(s) inhibitrice(s). Dans ce but, des anixnant été injectés avec de la cycloheximide

la nuit précédant I'expérience, puis injectés edoutdé®u en fin de jour avec des agonistes

adrénergiquesfigure 32). Nous avons réalisé cette expérience uniquement p-fos

(injection unique) et pourAa-nat(injections chroniques d'une durée de 5 heures).
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Figure 32 : Effet de linhibition de la synthése prtéique nocturne sur l'induction

différentielle diurne des ARNm de c-fos (A) et de I'Aa-nat (B)

adrénergiques dans la glande pinéale de hamster sgn. Les animaux acclimatés en LD 14:10
ont été injectés a 02h (7h aprés le début de I§ auec soit une solution de Ringer, soit une
solution de cycloheximide (cyclo, 30 mg/kg). Le jawivant, ils ont regu soit une injection aigué

de Ringer ou d'isoprotérénol/phénylephrine (Iso/PBmmg/kg) a 09h ou 14h (A), soit 3 injections

par des agonistes

de Ringer ou d'lso/Phe (3mg/kg) séparées de Zinghaieére étant a 09h ou 14h (B). lls ont ensuite

été sacrifiés soit 1h apres l'injection aigué (@i} Sh apres la premiére injection (B). Les cerxeau

ont alors été récupérés et préparés pour I'hyiidat situ pourc-fos(A) ou I'Aa-nat(B) selon le

protocole décrit dans la partie Matériel et Méthodehaque point est la moyenn8EM de 5-6

animaux. *p<0,05 comparée a la condition Ringerrpthaque point horaire. ns :

observée entre les deux conditions n'est pas gigtive.
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Cette expérience confirme les résultats obtenus Limnticle 2, & savoir quefoset I'Aa-
nat sont inductibles en premiere partie de journégastou peu en deuxieme partie (p<0,05
dans les deux cas). L'injection de cycloheximidenglieu de nuit précédente abolit cette
fenétre de restriction, puisque dans les deux WKasluction des génes est possible en
deuxieme partie de journée. De plus l'inductionpesmiere partie de journée est toujours
visible et a des niveaux équivalents a ceux obt@rggue les animaux sont injectés avec une
solution de solvant durant la nuit (p>0,05).

Les niveaux obtenus en deuxieme partie de jourhéeg tes animaux injectés avec la
cycloheximide sont équivalents & ceux obtenus emigre partie de journée (p>0,05).
Néanmoins, dans le cas déd'nat les niveaux obtenus dans toutes les conditioms so
statistiguement plus bas que ceux des témoinsitle nu

Cette expérience suggére qu'une ou plusieurs pestéinhibitrices, synthétisées en
deuxiéme partie de nuit, pourraient étre respomrsable la mise en place de la fenétre
temporelle de restriction de l'activation de langla pinéale durant le jour. Cependant, la
cycloheximide étant injectée de facon systémiduestitout a fait probable que I'effet observé

soit d0 & une action de celle-ci en dehors dedadg pinéale (sur I'horloge par exemple).

3. Expression photopériodique des protéines c-FOSe  t pCREB

Dans la derniere partie de l'article 2, nous avngié le profil photopériodique d'ICER
dans la glande pinéale du hamster syrien. Cettériexge nous a permis de démontrer que
I'expression d'ICER ne varie pas en fonction dehlatopériode, et donc que la diminution de
I'expression de Aa-nat en photopériode courte ne peut pas étre explioquére une
augmentation de l'expression de ce facteur dedrgtion inhibiteur. Suite a ce résultat, nous
avons étudié I'expression photopériodique de pCBiEER: c-FOS dans le but de déterminer si
la sensibilité de la voie de signalisation noradrgique variait en fonction de la photopériode
(figure 33).

Les résultats confirment tout d'abord ceux obtatfarss larticle 1 : une expression forte
et prolongée durant toute la nuit pour pCREB et aungmentation rapide et transitoire de c-
FOS 3h apreés le début de la nuit en photopériaagule. Contrairement a ce que nous avions
observé pour ICER, les profils journaliers de c-F€DPCREB different selon la photopériode.
Le profil temporel de c-FOS est similaire en phétigpde courte et en photopériode longue :

son expression augmente rapidement dés 3 heures &prdébut de la nuit et diminue
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rapidement selon le méme décours temporel qu'eriopécode longue. Cependant, le

maximum atteint est différent et est environ divigr trois en photopériode courte par

rapport a la photopériode longue. Le profil tempafenduction de pCREB est également

similaire dans les deux photopériodes (rapide dmtdée nuit), mais le maximum atteint est

diminué de moitié a 22h et 01h par rapport a lagbériode longue (pas de différence pour le
point de 04h). Le profil de diminution en fin deitnest différent dans les deux photopériodes :
I'expression diminue bien avant la fin de la nuitpdhotopériode courte (07h), alors qu'elle

diminue avec l'arrivée de la lumiere en photopéritmhgue. La durée du pic nocturne est
similaire dans les deux photopériodes (pas derdiffége significative au point de 07h).

Ces reésultats montrent une diminution générale FIERc-FOS,Aa-na) de l'activité

nocturne de la glande pinéale en photopériode emant rapport a la photopériode longue.
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Figure 33 : Profil d'expression photopériodique des mtéines pCREB et c-FOS dans la

glande pinéale de hamster syrierles animaux acclimatés en LD 14:10 ont été soit teaus en

photopériode longue (ronds noirs) soit placés estq@ériode courte (LD 10:14, ronds blancs)
pendant une période de 10 semaines. Apres cetiedpgils sont répartis aléatoirement en 8
groupes dans chaque photopériode et sacrifiés aumsphoraires indiqués. Les cerveaux sont
alors préparés pour I'immunohistochimie pour CREBRREB et c-FOS selon le protocole décrit
dans la partie Matériel et Méthodes. Les donnéeasnabs pour I'immunoréactivité de pCREB et
c-FOS sont présentées comme le ratio entre les MBAe ces deux facteurs et le TID/um2
obtenu pour CREB sur des coupes adjacentes. Chagdéicn est la moyenneSEM de 4 a 5

animaux. *p<0,05 pour un méme point horaire erdgeepghotopériodes longue et courte (ANOVA

a deux facteurs suivie d'un test de comparaisotigpies de TUKEY).
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lll. Etudes ex vivo de la restriction temporelle de linduction de
I'ARN de I' Aa-nat et de la voie de signalisation noradrénergique :

mise au point d'un modele d'étude ?

A. Introduction

Nous avons mis en évidence la présence d'une éedétrestriction diurne de I'activation
de la glande pinéale chez le hamster syrien dasscdaditionsin vivo. Nos données
suggérant un blocage de la voie de signalisatio@naigique en deuxieme partie de journée,
il apparaissait nécessaire de déterminer précigelmanveau auquel se met en place cette
restriction. Bien que quelques parametres puisseigbre étre étudiés vivo, comme
I'expression des récepteurs adrénergiques ou B&Aq il est apparu que ce modéle avait
atteint ses limites pour une telle analyse. Nousawdonc envisagé de faire cette étude sur
des glandes pinéalex vivq ce qui permettrait d'activer spécifiguement lg&iknts acteurs
de cette signalisation.

Nous avons également essayé de reproduire alftdimient la fenétre de restriction
temporelle, afin de déterminer si celle-ci estriméea la glande pinéale ou induite par un
signal externe tel la libération de NA. Un tel miedpermettrait d'étudier le rdle précis de
certaines protéines dans ce mécanisme, en réatisarétudes de sur- ou de sous-expression.
C'est pourquoi j'ai anticipé cette voie d'analyseeffectuant un séjour de 3 mois dans le
laboratoire du Pr. Anthony HO et du Pr. Constane#KC a Edmonton (Canada), au cours
duquel j'ai réalisé la construction d'adénovirumgbinants permettant de réaliser des sur- et
des sous-expressions de la protéine ICER chezt letr® hamster (Qque nous n'avons pas
encore pu utiliser).

L'ensemble des résultats présentés dans cette partionstitue qu'une étude préliminaire
gu'il faudra absolument compléter, car elle estesgaire dans la compréhension des
meécanismes sous-jacents a la mise en place de fegtdtre de restriction diurne de

I'activation générale de la glande pinéale chémtaster syrien.
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Figure 34 : Restriction temporelle diurne de l'indut¢ion de marqueurs d'activation de la
glande pinéale de hamster syrierex viva (A) Les glandes pinéales de hamsters syriens
acclimatés en LD 14:10 ont été prélevées a 07h BBhapuis mises en culture sous atmosphere
95% G/ 5% CQ a 37°C. Aprés 1 heure de culture, les glandesafZpndition) sont stimulées
soit avec du milieu de culture (MC) soit avec dentaadrénaline (NA, 3 uM) pendant 2 ou 5
heures (le MC et la NA ont été supplémentés eneaagtorbique (100 mg/L) afin d'éviter
I'oxydation de la NA). A la fin de la stimulatioohaque pinéale est prélevée et congelée, puis les
ARNmM et les protéines sont extraits selon le pmitaétaillé dans la section Matériels et
Méthodes. L'expression de pCREB et de la tubulin@less étudiée par Western blot, et celle de
c-fos Icer, I'Aa-nat et la Gapdh par RT-PCR(B). En (C) sont présentés des exemples de
guantification des signaux obtenus pour pCREB-fts rapportés respectivement a la tubuline et
a laGapdh



B. Restriction temporelle de l'induction de c-fos, Icer, I'Aa-nat et de pCREB

dans des glandes pinéales en culture  ex vivo

Cette expérience est la derniére d'une longue skeigériences de mise au point,
réalisées afin d'étudier l'induction de pCRIEBos Icer et [Aa-natdans des glandes pinéales
en culture. Le but était ici d'étudier la fenéteanporelle de restriction sur des glandes
pinéales prélevées puis mises en culture en premsiedeuxiéme partie de journée, afin de
pouvoir par la suite stimuler séparément les dffiés acteurs de la signalisation adrénergique.
Les résultats obtenus sont présentés danfiglme 34. Il est tout d'abord possible de
remarquer que lincubation avec le MC seul pendatieures cause une stimulation des
différents parametres comparable a celle obtenae EvNA. Ceci est le plus gros probleme
auquel nous avons da faire face lors de ces exm&se En effet, il semble que le prélevement
des glandes pinéales en lui-méme soit suffisant paluire les différents acteurs choisis.
Cette stimulation pourrait étre due a la libératiendogene” de NA causée par la rupture des
fibres sympathiques lors de la dissection. Cepdndah effet semble moins important pour
les glandes pinéales prélevées en deuxieme parj@chée (a 13h), excepté pour c-FOS.

Aprés 5 heures de stimulation, l'effet du prélévetmest moins important, et il est ici
possible de voir une différence entre les cond#tiBiC et NA. Les glandes pinéales prélevées
a 08h et stimulées avec la NA présentent ici umieidtion de pCREBc¢-fos et Icer plus
élevée que dans la condition MC 08h. De plus létfende restriction d'induction semble étre
reproduite ici, vu que l'induction de pCRERfosetIcer n'est pas possible dans les glandes
pinéales prélevées a 14h (aucune différence eeseconditions MC et NA). Aucune
différence n'a été observée podaFnat

Ces résultats sont donc encourageants en ce goermn pCREBc-fos et Icer, et
confirment les résultats obtenuis vivo, a savoir gu'il existe une fenétre de restriction
temporelle de l'activation de la glande pinéalezdeehamster syrien. |l semble donc possible
d'utiliser ce protocole par la suite pour testes siimulations a différents niveaux de la voie
de signalisation a condition d'attendre au moihgres de stimulation afin de s'affranchir de

I'effet du prélévement sur l'induction des difféeefacteurs.
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C. Reproduction de la restriction diurne de I'indu ction de c-fos, Icer et I'Aa-
nat et de la phosphorylation de CREB  ex vivo .

Le but de cette série d'expériences était toutodthtde déterminer s'il était possible de
reproduire artificiellement le phénoméne de restnictemporelle dans des glandes pinéales
ex vivo Sachant que ce phénomeireyvivo, dépend du contréle de la glande pinéale par
I'horloge des NSC (voirticle 2), nous avons voulu savoir si la NA était le sigpat lequel
I'hnorloge permet la mise en place de la restrictidous avons donc tenté de reproduire
artificiellement cette restriction en soumettarg Blandes pinéales a une ou deux "nuits
artificielles" ex vivg sous fome d'une ou deux incubations des glandéslps avec ou sans
NA pendant 10 heures, puis en les stimulant dusatuxieme partie du jour d'apres.

Les résultats obtenus en soumettant les glandéalpsa une nuit artificielle avec de la
NA, sont présentéigure 35 (pour les protéines pCREB et c-FOS)figure 36 (pour les
ARNmM dec-fos Icer et IAa-na). Que ce soit pour les ARNm ou les protéines,aie de
laisser les glandes pendant 24h en culture (ntificaglle sans NA; condition comparable a
du LL), permet une induction de ces différentsdacs en deuxieme partie de journée le jour
suivant. Cette condition abolit donc la restrictadinrne de I'induction noradrénergique de ces
facteurs. Ceci suggere que la restriction temporaiservéen vivo n'est pas endogene a la
glande pinéale, mais nécessite l'intervention digmal externe pour se mettre en place,
venant sans doute de I'horloge. Cependant, uneartifitielle mimée par l'incubation des
glandes pinéales dans la NA pendant 10 heures pefgaement une stimulation des
différents facteurs le jour suivant (identique decebservée dans la condition précédente).
Cet effet ne semble pas di a une inefficacité dstifaulation nocturne, car nous avons
observé une induction de ces facteurs 2-3 et 5ekeapres le début de l'incubation avec la
NA (contréles de nuit, CN), ainsi qu'une élévatams niveaux de mélatonine (résultats non
montrés).

Ceci suggere donc que la NA ne serait pas le sigichlerché. Il est possible qu'il existe
un signal inhibant la voie de signalisation de jetiqui n'est plus préseax vivo Cependant,

il est également possible que nos résultats saieata un artefact causé par la libération
constante de NA a partir des fibres sympathiquedégeadant, méme si les glandes pinéales
sont cultivées durant les périodes sans stimulati@t un MC dépourvu d'acide ascorbique

afin de favoriser la dégradation de cette NA endege
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Figure 35 : Restriction temporelle diurne de lindudion de marqueur d'activation de la
glande pinéale de hamster syrieex viva Les glande pinéale de hamsters syriens acclimatés e
LD 14:10 ont été prélevées a 08h, puis mises eareusious atmosphére 95% 6% CG a 37°C

et traitées selon la séquence temporelle décrittApnBrievement, les glandes pinéales (3 par
condition) ont été incubées dans du milieu de callftiC) ou de la noradrénaline (NA, 3 uM) a
19h (11 heures aprés le début de la culture) poerdurée de 10 heures, ceci afin de mimer (ou
non) artificiellement la libération nocturne de Méxquelles elles sont soumisesvivo. 3 heures
apres le début de l'incubation avec la NA, 3 glanoiet été prélevées afin de vérifier la bonne
stimulation (contréle de nuit, CN). Aprés les 1@Qtess, le milieu est changé et remplacé par du
MC. A 14h, les glandes pinéales sont incubées daridC supplémenté en NA ou non pour une
durée de 2 heures. A la fin de la stimulation, 3eglandes par conditions sont prélevées et les
protéines sont extraites selon la premiére méthiédeite dans la section Matériels et Méthodes.
L'expression de pCREB, c-FOS et de la tubuline alétérminée par Western bi). Lors des
stimulations, le MC et la NA ont été supplémentésaeide ascorbique (100 mg/L) afin d'éviter

I'oxydation de la NA.
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Figure 36 : Restriction temporelle diurne de lindudgion de marqueur d'activation de la
glande pinéale de hamster syrieex viva Les glandes pinéales de hamsters syriens accliematés
LD 14:10 ont été prélevées a 08h, puis mises eareuous atmosphére 95%/ 6% CQ a 37°C

et traitées selon la séquence temporelle décrif@erBrievement, les glandes (2 par conditions)
ont été incubées dans du milieu de culture (MCHeda noradrénaline (NA, 3 uM) a 1%h (11
heures apres le début de la culture) pour une dieé®0 heures, ceci afin de mimer (ou non)
artificiellement la libération nocturne de NA auetjes elles sont soumisasvivo. 3 heures apres

le début de lincubation avec la NA, 3 glandes ét& prélevées afin de vérifier la bonne
stimulation (contrble de nuit, CN). Apres les 1Quifes, le milieu est changé et remplacé. A 14h,
les glandes sont incubées dans un MC supplémernié eu non pour une durée de 2 ou 5 heures.
A la fin de la stimulation, chaque pinéale estiguée et congelée, puis les ARNm sont extraits
selon le protocole détaillé dans la section Maltgee Méthodes. L'expressianfos Icer, Aa-nat

et la Gapdh est déterminée par RT-PC[B). Lors des stimulations, le MC et la NA ont été

supplémentés en acide ascorbique (100 mg/L).




Afin de s'affranchir de cette possibilité, nous rwvaenouvelé cette expérience en
soumettant les glandes pinéales a deux nuitscéatiis consécutivedigure 37). Dans cette
derniere expérience, les protéines et les ARNm é&@textraits dans les mémes glandes
pinéales. Les résultats obtenus sont identiquesua de I'expérience précédente. Que les
glandes pinéales aient été soumises aux deux adifielles avec la NA ou non, une
stimulation aigué avec de la NA de jour induit pERE-fos Icer et Aa-nat a des niveaux
équivalents aux contrdles de nuit.

Ces expériences suggerent donc encore une foia geastriction ne semble pas mise en
place suite a la stimulation noradrénergique noetates glandes pinéales. Le fonctionnement
interne de ces glandes soumises aux deux nuifiatkes est peut-étre perturbé par les 24
premieres heures en présence de NA. Il serait donotéressant de tenter de réinduire ce
mécanisme de restriction suite & 24 ou 48 heuresiltiere des pinéales sans aucun traitement
afin de laisser les fibres noradrénergiques seadégrtotalement. Cependant, il est fort
probable également que le protocole utilisé ne npaseparfaitement la nuit endogénevivo,

du fait de I'absence de nombreux autres signaukategyirs non présengx vivo

Il est important de mentionner ici que ces étudescanstituent que des résultats
préliminaires et qu'il faudrait d'une part confirmies résultats obtenus et d'autre part
continuer la caractérisation de cette fenétre diicton temporelle. La mise au point de ce
modeéleex vivoest nécessaire pour étudier le rble des différactsurs assurant la mise en
place de ce mécanisme. Il sera également tréspdile étudier des mécanismes d'induction
de [Aa-nat durant la nuit, par exemple pour assurer la sip#éif de l'effet de la

cycloheximide sur la glande pinéale.
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Figure 37 : Restriction temporelle diurne de l'indudion de marqueur d'activation de glandes
pinéales de hamster syriemx viva Les glandes pinéales de hamsters syriens acclirmatéd 14:10
ont été prélevées a 08h, puis mises en culture amussphére 95% 5% CQ a 37°C et traitées
selon la séquence temporelle décritéAn Brievement, elles (2 par conditions) ont été béms dans
du milieu de culture (MC) ou de la noradrénaliné (I8 uM) de 19h a 05h, le premier et le deuxiéme
jour de I'expérience, afin de mimer (ou non) afilement la libération nocturne de NA auxquelles
elles sont soumisés vivo.2 et 5 heures aprés le début de l'incubation av&tA du deuxiéme jour,

2 glandes ont été prélevées afin de vérifier lankastimulation (contréle de nuit, CN). Apres les 10
heures, le milieu est changé et remplacé. A 14tnolsieme jour, elles sont incubées dans un MC
supplémenté en NA ou non pour une durée de 2 oeubeh. A la fin de la stimulation, chaque
pinéale est prélevée et congelée, puis les ARNnesprotéines sont extraits selon le protocole
détaillé dans la section Matériels et Méthodes.fression de pCREB, la tubulinefos Icer, Aa-nat

et la Gapdh est déterminée par Western blot et RT-P@R En (C) est présenté un exemple de
guantification des signaux obtenus potfoset Aa-nat rapportés a I&apdh
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Chez la plupart des mammiféres, la mélatonine jowe role important dans la
transmission de l'information temporelle a I'orgamé, d'un point de vue journalier par sa
synthése et sa libération uniquement durant laghasturne du nycthémeére, mais surtout
d'un point de vue saisonnier par la variation delleée de cette synthese en fonction des
changements annuels dans la durée de la nuit. Gsage endocrine est essentiel a la
synchronisation des fonctions physiologiqgues awex daisons, plus particulierement la
reproduction Bittman & Karsch, 1984; Goldman, 2001; Pevet, 1988iter, 1993 Ce role
implique une régulation temporelle précise de sdah®se chez les espéces saisonniéres dont
la pérennité dépend de la naissance et du sevempdlits a une période de I'année ou les
conditions environnementales sont les meilleures.

Chez tous les mammiféres, I'horloge biologique NNBE contréle le rythme de synthése
de mélatonineyia l'activation/inactivation nocturne de I'enzyme AT (Klein et al., 1997;
Simonneaux & Ribelayga, 2003, pour reyudsétude de la régulation temporelle de cette
enzyme a apporté de nombreuses informations quantrgécanismes générant le rythme
journalier et saisonnier de la synthése de mélatonChez les rongeurs, l'induction de la
synthése de mélatonine n'est possible que suiteeanéosynthése de 'ARNm déd-nat
elle-méme régulée par un jeu d'activation/répresgasa transcription par diverses protéines
(voir section Ill de l'introduction). Malgré cet aspect commun, la régulation de IWAT
chez le hamster syrien, un rongeur a physiologisosaiére, apparait différente de celle
observée chez le rat ou la souris. En effet, laictisn temporelle de la transcription du géne
codant cette enzyme apparait beaucoup plus stdatecontrairement a ce qui est observe
chez le rat, elle n'est possible que durant la iéeux moitié de la nuit. Par ailleurs des
différences dans l'induction photopériodique dadhat existent également entre les deux
especes.

L'ensemble des études réalisées pendant ma theseaviomprendre les mécanismes
responsables des différences observées entre ket lat hamster syrien. Je me suis plus
particulierement intéressé a la balance existanteedivers facteurs de transcription
activateurs et inhibiteurs et controlant la resiit temporelle de la transcription dad-nat

chez cette espece.
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|. Contréle nocturne de la transcription de I'  Aa-nat chez le rat et le
hamster syrien : une balance entre facteurs de tran  scription

activateurs et inhibiteurs

L'activation nocturne de I'AA-NAT est principalemeggulée par la libération de NA sur
la glande pinéale. Cependant, de nombreuses ditfégeexistent dans cette régulation selon
I'espéce considérée. Deux modes de régulationAdeNAT, transcriptionnelle et post-
traductionnelle, ont été mis en évidence et coexisavec une importance plus ou moins
grande chez toutes les espécdési( et al., 1997).

Chez le rat, le délai d'initiation de la synthesetarne de mélatonine est d'environ 4 a 5
heures. Chez cette espece, 'ARNmM Aa-hatest exprimé tres faiblement durant le jour et les
niveaux augmentent fortement de nuit suite a rawgétionp-adrénergiqueoseboonet al.,
1996. L'arrét de la synthese de mélatonine est conpduiune interruption de la libération de
la NA, induisant une dégradation de la protéine RAT. Cette diminution a lieu avant la fin
de la nuit, quelle que soit la photopériode comngiee et apparait indépendante de la
diminution de la transcription deAk-nat (llinerova & Vanecek, 1980; Ribelayget al.,
19999. Cette derniére débute également avant la filadauit, et serait principalement
conduite par la diminution de libération de la N&x Bhorloge.

La régulation de la synthése de mélatonine cheatla longtemps été considérée comme
un modele commun a tous les rongeurs. En effes, leaiautres rongeurs étudiés présentent
une régulation transcriptionnelle de I'AA-NARIpelaygaet al., 2000; Garidowet al., 2002a;
Garidou et al., 2003a; GaridoLet al., 2003b; Garidouet al., 20039, mais des différences
apparaissent si I'on considere la régulation méméadranscription nocturne de\#-nat
Chez le hamster syrien, le délai d'induction dsylathése de mélatonine est allongé a 6-8
heures aprés le début de la nuitquez et al., 1995. Ceci est d0 a un délai supplémentaire
dans l'induction de la transcription déd-nat(Gaueret al., 1999; Garidotet al.,2003l). De
plus, la terminaison de la transcription deathat et de la synthese de mélatonine chez cette
espece differe en fonction de la photopériode clémée : elle est initiée par l'arrivée de la
lumiére en photopériode longue et contrélée parlbige en photopériode courte.

Connaissant l'importance de la balance d'expresstodivers facteurs de transcription
activateurs et inhibiteurs dans la restriction tereffe de I'expression déAh-natchez le rat

(voir section Il de l'introduction ), nous avons étudié les différences pouvant exddas
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I'expression de ces facteurs chez le hamster sy@ieni permettra d'expliquer en quoi la
régulation nocturne de la synthese de mélatonibedestique et/ou différente chez cette
espece. Nous avons orienté nos recherches swadesifs de transcription identifiés comme
régulateurs réels ou potentiels de la synthésedatomine chez le rat, a savoir CREB, ICER

et les protéines du complexe AP-1.

A. Réponse a I'AMPc : antagonisme pCREB / ICER

L'augmentation intracellulaire d'AMPc, induite parstimulationp-adrénergique, est le
signal le plus important dans l'initiation la syédgle de mélatonine chez le rat. La stimulation
a-adrénergique permet uniquement une potentialisaio amplifiant la production d'’AMPc
et en agissant également directement sur la peot&A-NAT (voir section I.C de
I'introduction ). En ce qui concerne 'ARNmM deA\d-nat seule la voig3-adrénergique est
stimulatrice, la voiar-adrénergique n'ayant qu'un effet potentialisataumimal (Roseboom
et al., 1996. La transcription deAa-natet la synthese de mélatonine chez le hamster syrien
dépendent des mémes mécanismes que chez le mGependant une dépendance plus forte
a la stimulatioru-adrénergiqueGaridouet al.,2003H).

L'induction de la transcription des genes par I'A\i@ faitvia I'activation de facteurs de
transcription constitutifs appartenent a la fam@®EB/CREM/ATF, qui se fixent sur les
sites CRE des promoteurs et recrutent le complexgéinitiation {/lontminy, 1997. Dans la
glande pinéale de rat, CREB est un élément majens ¢h régulation du profil rythmique
d'expression de 'ARNm dedB-nat(voir section 111.C de l'introduction).

D'apres nos résultats, CREB est exprimé de maoa@nstitutive dans la glande pinéale
du hamster syrierafticle 1). Son profil d'activation est similaire a celuisalové chez le rat
(Marondeet al., 19999 : I'expression de pCREB augmente entre une et deures apres le
début de la nuit, est suivie d'une phase de platass diminue légerement en fin de nuit,
mais de maniere moins prononcée que chez le ratpHasphorylation de CREB est
dépendante de la stimulation noradrénergique, plelbg est inhibée par des antagonistes
adrénergiques et est induite par des agonistesdgsanimaux exposés a la lumiere en début
de nuit (voirsection I.C des résultats Cependant, contrairement au rat, I'expression de
pPCREB est fortement diminuée par des antagonistefrénergiques, expliquant certainement
le fort effet inhibiteur de ces mémes antagonisi@sla transcription deAa-nat (Garidou
et al.,2003). Nos résultats ne nous permettent cependanteasrttlure quant au réle de la
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voie a-adrénergique dans la phosphorylation de CREByairsane activation directe ou une
potentialisation de la stimulatigitadrénergiquePour cela, il serait intéressant de réitérer
I'expérience sur des animaux exposés a la lumierdébut de nuit et de tester l'effet de la
phényléphrine seule. Ceci pourrait également se fair des glandes pinéales en culture, ce
qui permettrait également de tester l'influencd'aegmentation intracellulaire de Ga (par

des ionophores) sur la phosphorylation de CREB.

La réponse des genes a 'AMPc est également casaetpar une phase de restriction de
l'induction suivant une exposition prolongée a timwslus. Celle-ci pourrait étre due a la
présence d'ICER, un facteur inhibiteur empéchanREE d'accéder aux sites CRE des
promoteurs. Dans la glande pinéale de rat et dessdGER est fortement présent en fin de
nuit et participerait a la diminution de I'expresside 'ARNm de Ra-nat (Foulkeset al.,
1996a; Marondet al.,1999a; Stehlet al., 1993; von Galkt al.,20009. Cependant, la sous-
expression d'ICER chez la souris ou le rat ne ohagas le profil général de diminution de
I'expression deAa-naten fin de nuit ou de stimulatior¢ulkeset al., 1996a; Marondet al.,
19999. Celle-ci serait essentiellement due a une dittonudes concentrations d'’AMPc suite
a l'arrét de la libération de NA et a une déphosghtion de pCREB par des phosphatases.
Néanmoins, ICER pourrait limiter le taux d'inductimaximal de la transcription dé&\#-nat
en deuxiéme moitié de nuit. En effet, a cette mride ratio pCREB/ICER diminue et
devient progressivement en faveur d'ICER, qui e@it son action inhibitrice et créerait
ainsi le plateau observé dans le profil d'expresdml|Aa-nat(figure 38).

Nos résultats chez le hamster sont en faveur d&liee hypothese. L'ARNmM ider est
fortement exprimé dans la glande pinéale du hanstgen selon un rythme journalier
dépendant de la stimulatiradrénergique, et avec un maximum 5 heures apblet de la
nuit, c'est-a-dire avant le pic déd-nat(Diaz et al., 2003. La protéine ICER est également
fortement exprimée, mais le rythme observé mondie\driations d'amplitude moins amples
(environ 4 fois) que pour 'ARNm, avec un maximumfi@ de nuit/début de jouafticle 2).
Bien que l'arrét total de la transcription d@aFnat soit initié par la fin de la nuit en
photopériode longue, le taux d'induction diminukeage de plateau) avant la fin de la nuit, en
parallele de lI'augmentation d'ICER. L'analyse @&s$ @vidente en photopériode courte, ou
I'expression deAa-natdiminue avant la fin de la nuit selon un profihdaire a celui observé
chez le rat. Dans cette condition, nous trouvomadane augmentation d'ICER en fin de nuit
qu'en photopériode longue, celle-ci étant maxinaaleanoment ou le plateau d'expression de

I'Aa-nats'installe, et avant la diminution de I'expressierpCREB figure 38).
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Figure 38 : Modele de régulation de l'expression ntaerne de I'ARNm de I'Aa-nat par la
balance d'expression de pCREB et d'ICER dans la ghle pinéale du rat et du hamster
syrien. En début de nuit, la libération de NA induit laogphorylation de CREB qui se fixe sur les
sites CRE du promoteur dA#i-nat et active sa transcription (zone bleue). En miliieunuit,
I'expression d'ICER augmente, ce qui équilibre l@rm® activation/répression et crée ainsi le
plateau observé (zone jaune). La répression s'effedors soit par I'occupation des sites CRE par
des dimeres ICER, soit par la formation de diméreEBRCER ne pouvant plus activer la
transcription. En fin de nuit (zone violette), I'egpsion de pCREB diminue et les dimeéres
ICER/ICER deviennent majoritaires. lls occupent atoessivement les sites CRE et participent a

la diminution de I'expression dédi-nat en paralléle de l'arrét de la libération de NA.

Cependant, en fin de nuit, la diminution de I'esgien en elle-méme serait plutdét due a une
diminution de la phosphorylation de pCREB, sanstel@uite aux mémes mécanismes que
chez le ratCe dernier point reste cependant a vérifier chelzdmster en étudiant le profil de
libération de la NA in vivo, par exemple par midadgse, ainsi que I'expression et l'activité
des phosphatases en fin de nuit. Il serait égalénmtéressant d'étudier I'effet de la sous-
expression d'ICER (et/ou de la sur-expression)lawiminution de la transcription de I'Aa-
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nat en fin de nuit, par exemple a l'aide de vedadénoviraux codant des ARN interférants
(déja construits suite a un séjour dans le labaratdu Dr Anthony HO a Edmonton).

En conclusion, les profils similaires d'expressae pCREB et d'ICER dans la glande
pinéale du hamster syrien et du rat suggérent @umalance temporelle d'expression de ces
deux facteurs jouerait le méme role dans la régulate la transcription deNa-natchez ces
deux especedigure 38). Des études plus poussées, notamment sur le peafipdrel de
fixation de ces deux protéines sur le promoteultABenat, permettraient de répondre a cette
question. Ceci nécessiterait tout d'abord le séqaga et le clonage du promoteur de I'Aa-
nat chez le hamster, puis I'étude de I'occupatenporelle (in vivo et in vitro) des sites CRE

par ces deux facteurs par EMSA ou immunoprécipitadie la chromatine.

L'induction rapide de pCREB en début de nuit sugggre libération de la NA entre une
et deux heures aprés le début de la nuit, commelehat. Cette libération précoce de NA ne
permet donc pas d'expliquer le délai important nlisdans l'initiation de la transcription de
I'Aa-naten début de nuit chez le hamster. Une étude peéted révélé que l'injection de
cycloheximide en début de nuit inhibe fortement,ismpas totalement (50 a 70%),
I'expression nocturne dé\&-natchez le hamster syriefigure 39, Garidouet al.,2003}). Ce
résultat suggére que l'induction deaFnatchez le hamster est dépendante de la néosynthése
de protéines en début de nuit, ce qui en fait udat@particulier car ce mécanisme n'existe
pas chez le rat. Cependant, la diminution n'étast tptale, cela n'exclut pas un réle pour

pCREB.

B. Les protéines AP-1 comme activateur ou répresseu  r?

Suite a cette observation, nous avons tenté dectéaser les protéines activatrices
nécessaires a linitiation de la transcription '‘d@-hat chez le hamster syrien. Nous avons
étudié les protéines du complexe AP-1 pour plusigaisons : 1) ce sont des facteurs de
transcription nécessitant une néosynthese avardér leur action, 2) leur role stimulateur a
été décrit dans de nombreux systemes cellulait@,le promoteur deAa-natchez plusieurs
especes contient au moins un site AP-1 a proximhitésite d'initiation. Dans le but de
caractériser le role de ces protéines dans laatignlde I'expression temporelle déalnat
chez le hamster, nous avons étudié leur profilpéssion journalier. Nous avons également

caractérisé ce profil dans la glande pinéale da tiite de comparaison.
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Figure 39 : La transcription nocturne de I'’Aa-natdans la glande pinéale du hamster syrien
nécessite la synthése de protéines activatrices é@but de nuit. Les animaux ont été injectés
avec de la cycloheximide (CYCLO) deux heures apedebut de la nuit (21h00) et les niveaux
d’ARNm de I'Aa-natdans la glande pinéale ont été mesuré par hylmdat situ en fin de nuit
(01h00 et 03h00), lorsque I'expression est maximéfajection de cycloheximide inhibe
I'expression de Aa-naten fin de nuit, ce qui laisse supposer que lah&g® de facteurs de
transcription activateurs en début de nuit estsgaiee a I'induction deAa-nat (d'aprésGaridou

et al., 2003

1. AP-1 et Aa-nat dans la glande pinéale de rat

L'expression et la régulation noradrénergique depretéines ont été bien caractérisées
dans la glande pinéale de rat (veécion Ill.D de l'introduction générale; Carter, 199,
mais leur rble reste encore trés vague. Sur la t@deur profil de fixation sur les séquences
TRE par EMSA, un réle inhibiteur leur a été attéldans la régulation de la transcription de
I'Aa-nat En effet, I'activité des protéines du complexeJA€st maximale en deuxiéme partie
de nuit chez le rat, quand I'expression de 'ARNem'Aa-nat atteint sa phase de plateau et
diminue Baler & Klein, 1995; Carter, 1994; Guillaumoatial.,2000.

Nos résultats montrent tout d'abord un profil dfegpion rythmique des protéines c-FOS,
JUN-B et c-JUN dans la glande pinéale de aatiqle 1), avec un maximum en deuxieme
moitié de nuit, en parallele de I'expression éa-tat Cependant, le profil obtenu pour c-
FOS est différent de celui décrit dans la littérat{@aler & Klein, 1999. La protéine décrite
dans cette étude montrait un poids moléculaire 21&D5 et était exprimée constitutivement,
correspondant certainement a une forme phosphoddée-FOS. Bien qu'ayant utilisé la

méme référence d'anticorps, notre étude montrprésgion d'une forme de 55 kD exprimée
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uniquement en fin de nuit, bien que tres faiblemeat nous avons da utiliser un systeme de
révélation plus sensible. Il est intéressant demgtie la détection de cette protéine avait été
possiblein vitro suite a de fortes doses de NBa(er & Klein, 199). Ces deux protéines
peuvent donc correspondre a des formes différemmbkasphorylées de c-FOS, dont la
régulation serait intéressante a étudier. Néanmdanfaible expression de c-FOS que nous
mettons en évidence nous fait considérer cette&ipmitomme un acteur mineur du complexe
AP-1 dans la glande pinéale de rat. Ce résultabbore une étude antérieure montrant que
I'activité de fixation de c-FOS sur les séquenc&E Tdans la glande pinéale de rat est
maximale en fin de nuit, mais que celle-ci est male comparée aux autres protéines AP-1
(Guillaumondet al., 2000. Ceci appuie notre conclusion selon laquelle SF@ semble pas

important dans la régulation de la transcriptiod' da-natdans la glande pinéale de rat.

Il a été proposé que les protéines Fra-2 et JUMiENns les principaux acteurs impliqués
dans l'inhibition de la transcription dédi-naten fin de nuit. Cependant, I'hétérodimérisation
de ces deux protéines donne généralement un coepésec une forte activité
transcriptionnelle $uzukiet al., 1997). De plus, la mutation ou la sous-expression de2Fr
n'altére pas l'expression de I'ARNm deaknat(Ho et al.,2007b; Smitfet al.,2007).

Le réle de la protéine JUN-B semble plus intéressan cette derniere a été décrite
comme généralement inhibitrice de la trancriptidedhta-Grigoriouet al., 2001). Nos
résultats montrent une forte augmentation de sagoreszion en fin de nuit. De plus,
I'inhibition de sa synthése par la cycloheximideaditi la nuit, en plus de c-JUN, induit une
augmentation de I'expression daaFnat en fin de nuit drticle 1), ce qui appuie un role
répresseur de cette protéine a cette méme pélmpendant, vu le manque de spécificité de
la cycloheximide, cet effet pourrait également vate l'inhibition de I'expression d'ICER.
L'action répressive de JUN-B se fait généralemanigséquestration de facteurs déja actifs.
En effet, JUN-B a une faible affinité pour I'ADN, &n se dimérisant par exemple avec c-JUN
ou JUN-D, elle diminue le potentiglans-activateur de ces deux protéines essentiellenment e
diminuant leur affinité pour 'ADN{eng & Karin, 1993; Metet al.,1994; Ryseck & Bravo,
1997). Ceci explique certainement pourquoi JUN-B n'a gg défini comme un composant
majeur du complexe AP-1 dans la glande pinéalatéuillaumondet al., 2000. En effet,
la plupart des études ont été réalisées par |aitpod d'EMSA, qui mesure une liaison a une
séquence d'ADN. Puisque JUN-B posséde une faifiteté@fpour I'ADN, ces études n'ont pas
révélé une forte liaison de cette protéine sur déguences TRE utilisées. Le profil

d'expression de JUN-B, montrant une forte expressiofin de nuit, est en accord avec un
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réle inhibiteur de I'expression dé#&-naten fin de nuit. Cependant, cela nécessiterait gue |
transcription de Ra-natdépende du site TRE, ce qui n'a pas encore éterdémL'induction
de IAa-natpar les sites TRE pourrait étre conduite par degids formés par les protéines c-
JUN et JUN-D, qui sont généralement actifs dansldction de la transcription, bien qu'ils
soient moins efficaces que les dimeres formeés geprotéines de la famille FOSdrdegen

& Leah, 1999. L'action inhibitrice de JUN-B pourrait alors feére par la séquestration de c-
JUN ou JUN-D en fin de nuiffigure 40). Afin de vérifier ces hypotheses, il faudrait tout
d'abord vérifier que le site AP-1 est bien nécassaoit a l'activation soit a l'inhibition de
I'Aa-nat. Pour cela, il serait intéressant de réali une mutation du site AP-1 du promoteur
de I'Aa-nat chez le rat, et de voir si le profiindtuction/arrét de la transcription de I'Aa-nat

varie en fonction de cette mutation.

La derniere protéine que nous avons étudiée ddiNc-3on profil est tres particulier car
il montre une forte expression basale, avec utef@ugmentation en fin de nuit. Cette forte
expression basale n'est pas surprenante car @@ até mentionnée dans d'autres structures
cérébralesHerdegen & Leah, 1993 Le profil de fixation de ¢c-JUN sur les séquend®E
dans la glande pinéale de rat montre une augmemtati fin de nuit Guillaumondet al.,
2000, lorsque la transcription dAB-natdiminue. D'aprés ces observations, nous aviorts tou
d'abord supposé que c-JUN, en dimérisant avec J@N-fh de nuit, inhibait la transcription
de [Aa-naten fin de nuit. Cependant, c-JUN est décrite connmecomposant fortement
activateur de la transcription. Sa forte expressioniébut de nuit pourrait lui conférer un réle
activateur, mais probablement pas par la fixationle site TRE de Aa-nat car celle-ci
n‘augmente qu'en fin de nuit. En homodimeéres oassnciation avec FOS, ¢c-JUN a une forte
affinité non seulement pour les séquences TRE, éggatement pour les séquences CRE et
peut initier la transcription a partir de cellesfeiyseck & Bravo, 1991; Sassone-Cartal.,
1990). Elle peut également se dimériser avec ATF-2 difmduire la transcription par les sites
CRE (Cesareet al.,1995; Ilvashkiwet al., 1990. Cette observation est tres intéressante car elle
nous permet de supposer que c-JUN pourrait avoirblenactivateur dans la transcription de
I'’Aa-naten début de nuit, par I'activation des sites CR&. ailleurs, la mutation des sites
CRE inhibe fortement la transcription d@d-nat, mais aucune donnée de la littérature ne
permet d'affirmer que la transcription conduite & sites CRE n'est dépendante que de la
fixation de pCREB sur ces séquences dans la glaimle. L'utilisation de dominants

négatifs de la protéine CREB pourrait permettreré@ondre aisément a cette question.
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L'activité de c-JUN est principalement régulée parphosphorylation par différentes
kinases, dont JNKfifure 40, Hesset al., 2004; Karin, 1995 Récemment, une étude a
démontré que l'inhibition de cette MAPK diminuaittd fortement linduction de la
transcription de ARa-nat par I'AMPc (Chansardet al., 2009, ce qui souligne le rdle
potentiellement activateur de c-JUN dans linductie IAa-nat La phosphorylation de c-
JUN en début de nuit, induite par 'AMPc, associéa forte expression basale en début de
nuit pourrait également expliquer, pourquoi l'injes de cycloheximide en début de nuit
n'influence pas l'expression deAd-nat (Roseboom etal., 199§. Malgré ce role
potentiellement activateur de c-JUN, il est intéeed de mentionner ici qu'elle a également
été impliguée dans l'inhibition de la transcriptioonduite par les sites CRE en empéchant
CREB d'accéder a ces mémes sitesgshet al., 2005; Zhanget al., 2009). Ceci pourrait
également lui conférer une action répressive deafescription de Aa-naten fin de nuit.

c-JUN pourrait également induire la transcriptian [da-nat par un autre mécanisme.
Une étude a demontré que c-JUN participe au raoerte du facteur de transcription NF-Y
sur les sites CCAAT, afin d'augmenter la transmiptonduite par ces siteSi(et al.,2005.

La mutation de la boite CCAAT du promoteur deatnatréduit fortement sa transcription
induite par 'AMPc. Nous avons vu que NF-Y est actéur important de la régulation de ce
site pour le promoteur de la TpOH, et lui confemechpacité d'étre induite par I'AMPc
indépendamment de la présence des sites CREggtion Ill.F de l'introduction). Ainsi,
c-JUN pourrait avoir un role activateur dans liation de la transcription deAk&-nat en
début de nuit en recrutant NF-Y sur les sites CCAAT

Afin de clarifier le r6le de c-JUN dans la glandmgmale de rat, plusieurs expériences
sont envisageables. Tout d'abord, il serait intéegs d'étudier le profil de fixation de c-JUN
(mais également des autres protéines AP-1) susites CRE du promoteur de I'Aa-nat par
EMSA. Ensuite la mutation ou la sous-expressiocetie protéine pourrait nous permettre de
définir précisément son action inhibitrice ou aativce. Enfin, dans les deux cas, I'étude de
son profil de phosphorylation et de ses partenaipegentiels apparaissent également
nécessaires dans la compréhension de son modeiodadtes mémes expériences sont
envisageables pour les autres protéines AP-1 (atrfJN-B), mais également pour les

partenaires potentiels cités précédemment (ATFR2YIN

En conclusion, nous proposons que ¢c-JUN pournat@t acteur majeur de la régulation
transcriptionnelle de Aa-nat dans la glande pinéale de rat. Considérant ledfadt cette

protéine puisse étre responsable d'une triple aéigualvia les sites TRE, CRE et CCAAT du

142



promoteur de Aa-nat (figure 40), son role devrait étre étudié avec plus d'atbentll est
également probable que d'autres protéines AP-1 aierble a jouer, notemment JUN-B dans
I'inhibition de 'action de c-JUN en fin de nuigure 40).
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Figure 40 : Modéle de régulation de I'expression ntarne de 'ARNm de I'Aa-nat par la

Gene de
I’ Aa-nat

balance d'expression des protéines AP-1 dans la glie pinéale de rat.En début de nuit (zone
bleue), la NA active JNK qui phosphoryle c-JUN. tanscription de Aa-natpeut alors étre induite
par la formation de diméres c-JUN/c-JUN se fixamt s sites TRE et CRE, de diméres c-
JUN/ATF-2 se fixant sur les sites CRE ou par l'inteean de c-JUN avec d'autres facteurs (?). Par
ailleurs, son action activatrice pourrait se faae le recrutement de NF-Y sur les sites CCAAT, par
un mécanisme encore non expliqué (?). En fin de(rane violette), l'augmentation de l'expression
de JUN-B déséquilibre la formation de ces dimemateurs. c-JUN dimérise alors massivement
avec JUN-B (désactivation des autres facteurs if)indant son affinité pour I'ADN, ce qui se
traduit en un arrét de linduction de la transaipt(croix rouges), donc une répression. Ce

mécanisme se ferait en paralléle de 'augmentdtexpression d'ICER.
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2. AP-1 et Aa-nat dans la glande pinéale de hamster syrien

Le profil d'expression de c-FOS, c-JUN et JUN-Beobt dans la glande pinéale du
hamster syrien est différent de celui que nous swavservé chez le rat. En effet, ces 3
protéines sont induites dées le début de la nuitrdeh et 3 heures aprés I'extinction de la
lumiere), avant I'augmentation d'expression de NARde |Aa-nat Leur expression diminue
graduellement jusqu'a devenir minimale en fin d#/aébut de jour. Une autre étude avait
déja mentionné l'expression de c-FOS dans la glagidéale du hamster syrien, avec
cependant un maximum d'expression en milieu deatuihe forte diminution en fin de nuit
(Koistinaho & Yang, 1990 La différence observée pourrait venir de l'as utilisé dans
cette étude, qui est apparemment plus spécifiquerde® que de c-FOSBéler & Klein,
1995.

La dimérisation de c-FOS avec c-JUN ou JUN-B dogéméralement lieu a une
activation de la transcription des géngsi(degen & Leah, 1998Cependant, les dimeres c-
JUN/c-FOS sont beaucoup plus stables et ont um@téfplus forte pour les sites TRE des
promoteurs Ryseck & Bravo, 1991 De plus, nous montrons que JUN-B est tres faible
exprimée dans la glande pinéale du hamster sytitlisgtion d'un systéme de révélation
beaucoup plus sensible en western-blot et nonleigib immunohistochimie), tandis que c-
FOS et c-JUN sont plus fortement exprimés. D'apessobservations, nous proposons que les
protéines c-FOS et c-JUN forment la majeure paiieomplexe AP-1 dans la glande pinéale
de hamster syrien en début de nfigure 41). La faible expression de JUN-B ne serait pas
suffisante pour entrer en compétition avec c-JUN p@ dimérisation avec c-FOS.

L'expression rapide et synchrone de c-FOS et c-JA¥ant I'induction de 'ARNm de
I'Aa-nat associée au fait que ces dimeres sont activatauggere que ces deux protéines sont
importantes dans l'induction nocturne de la trapgon de IAa-nat La néosynthése de ces
protéines pourrait alors expliquer I'effet inhibitede la cycloheximide sur I'expression de
I'Aa-natdans la glande pinéale chez le hamster syfiemifouet al., 20030). En effet, nous
montrons que l'injection de cycloheximide, avanpile d'expression de c-FOS et de c-JUN a
des hamsters syrien, réprime la synthese de césines et inhibe fortement I'expression de
I'ARNmM de [Aa-naten fin de nuitdrticle 1). Par contre, l'injection de cycloheximide apms |
pic d'expression de c-FOS/c-JUN a un effet nettémpls faible sur I'expression déd-nat
Ces résultats confortent donc notre hypothese datprelle les facteurs de transcription c-
FOS et c-JUN seraient impliqués dans l'inductioctunme de Aa-natdans la glande pinéale

du hamster syrierfigure 41). Ainsi, le retard observé dans l'induction dainatchez cette
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espece provient certainement du temps nécesshairteascription, puis a la traduction de ces
deux protéines. Cependant, vu le manque de spt&ifie la cycloheximide, nous ne pouvons

pas exclure l'intervention d'autres facteurs desteption activateurs dans ce mécanisme.
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Figure 41 : Role proposé de la balance temporelle ekpression de pCREB, ICER et des
protéines AP-1 dans l'activation/répression de laranscription nocturne de I'Aa-nat dans la
glande pinéale de hamster syrierEn début de nuit (zone bleue), I'activation rapldeCREB par
la NA induit la synthése des protéines c-FOS dild-¥ia la fixation de pCREB sur les sites CRE
de leurs promoteurs. Les protéines c-FOS et c-JUBt&0dimérisent et pourraient induire la
transcription de Aa-naten se fixant sur les sites TRE et/ou CRE, en pmdeatie I'action de
PCREB sur les sites CRE. Parallélement, c-FOS etN-ifidibent leur propre synthése et leur
expression commence a diminuer. En fin de nuitézanlette), I'expression de c-FOS et c-JUN
est nettement diminuée, ce qui réduit leur actianles sites CRE et TRE, et donc la transcription
de lAa-nat En paralléle, la balance entre pCREB et ICER déweenfaveur d'ICER, ce qui
participe également a la diminution de la transiipde 1Aa-nat
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Il reste maintenant a vérifier la réelle interveani des protéines c-FOS et c-JUN dans
I'induction nocturne de I'Aa-nat. De plus, les diesec-FOS/c-JUN étant activateurs a la fois
sur les sites CRE et TRE, il serait intéressanvégier si leur action se fait via I'un et/ou
l'autre de ces sited partir de la séquence du promoteur de I'Aa-nazcle hamster syrien, il
faudrait envisager I'étude du profil temporel deafion de ces facteurs sur les sites CRE et
TRE. Une étude de sous-expression et/ou de suessipn de ces deux facteurs, par exemple
in vitro avec des adénovirus codant des ARN intent§, nous renseignerait également sur
leur réle dans la glande pinéaliu hamster syrien. Enfin, tout comme chez le na, étude
des autres partenaires potentiels (autres protéefiesl, ATF-2, NF-Y,...) nous permettrait de

mieux comprendre les événements transcriptionrgltimes ayant lieu chez le hamster.

Notre étude révele également que c-FOS et c-JUNisduits par la libération nocturne
de NA. En effet, I'administration d'antagonisteset p-adrénergiques diminue fortement
I'expression de ces deux protéines. Leur forte mifgoece a la stimulatiof-adrénergique
indique que leur expression est dépendante de pCREBtivation de ce dernier précede
celle de c-FOS et c-JUN, et il est responsableede induction dans de nombreux autres
systemes cellulairesi¢rdegen & Leah, 1998Cependant, la stimulation de ces facteurs est
également fortement dépendante de l'augmentatio€al intracellulaire dans la glande
pinéale de rat({arter, 199Y et dans la plupart des autres systémes cellsléirerdegen &
Leah, 1993 Ceci pourrait expliquer l'effet important destagonistesu-adrénergiques sur
leur induction (notre étude), mais également surdascription de Aa-nat (Garidouet al.,
2003Dh. Il faudrait maintenant déterminer si la voieadrénergique stimule directement la
synthese de ces protéines ou si elle n'a qu'umh pdfentialisateur.ll serait intéressant de
tester non seulement l'effet de la stimulatieadrénergique seule sur l'induction de ces
facteurs, mais également de l'augmentation dti @aracellulaire sur des glandes pinéales
en culture. De plus, notre étude n'‘ayant été faie sur les protéines, il est nécessaire

d'étudier la régulation de I'expression des ARNneetedeux facteurs.

Les résultats de notre étude suggérent que l'dctivde CREB en début de nuit par la
NA stimule rapidement I'expression de c-FOS et BkJGes deux protéines dimérisent et
induisent la transcription deAk-nat en conjonction avec pCREB, et assurent ainsi une

stimulation maximale de la transcription deaFnat(figure 41).
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Il. Restriction diurne de la synthese de meélatonine et de I'Aa-nat
chez le hamster syrien : une fenétre temporelle d'i  nactivation

régulée par des mécanismes multiples

Un autre mécanisme semble intervenir pour restreirld synthese de mélatonine
uniquement a la phase nocturne du nycthémeére ehémarhster syrien. En effet, tous les
protocoles mis en ceuvre pour stimuler la synth@&sendlatonine durant le jour chez cette
espéce ont échougipton et al.,1982; Reiteet al.,1987a; Reiteet al.,1987b; Santanet al.,
1988a; Santanet al., 1988b; Vaughamet al., 1986; Vaughamrt al., 1987; Vaughan & Reiter,
1987. Ce phénomene n'existe pas chez le rat, il déét chez I'hommeSerlin et al., 1995;
Vaughan, 1985 la souris Chansardet al., 2006; Fukuharaet al., 2009 et le hamster
d'Europe Garidouet al., 20039, ce qui souligne l'importance de I'étude des miSoaes le
régulant.

La restriction de la stimulation de la synthésend&atonine durant le jour chez le
hamster est directement liée a une incapacitéurath transcription deAa-nat que ce soit
avec des injections aigués ou avec des injectidmen@mues d'agonistes adrénergiques
(Garidouet al., 2003l). Plusieurs hypothéses ont été émises pour exglicel phénomene. Il
est possible que l'incapacité a stimuler la trapson de IAa-nat soit causée par la forte
expression d'une protéine inhibitrice durant lerjdtn effet, l'injection de cycloheximide en
milieu de nuit permet une induction déd-natau début du jour suivant, suggérant donc
l'intervention de la synthese d'une protéine intiddé dans ce mécanisme&dridou et al.,
2003h. Une autre hypothése serait un blocage de lad®isignalisation adrénergique. Dans
cette deuxiéme partie, nous avons testé ces deuotigses. Nous avons également cherché
déterminer si ce mécanisme était endogene a lalglpméale (au moyen d'un oscillateur

interne), ou si I'norloge centrale le contrblaitmaoyen d'un signal externe.

A.Un mécanisme général

L'étude de la restriction diurne de la synthésenééatonine chez le hamster syrien n'a
pas été une chose aisée. En effet, nous avons é&eédemment que l'induction de la

transcription de ARa-nat nécessite un délai d'environ 5 heures suite atifaukation
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noradrénergique. L'étude de ce mécanismevivo nécessite des protocoles d'injections
chroniques contraignants, a la fois pour les expémtateurs et pour les animaux. Nous avons
donc utilisé d'autres génes exprimés plus rapideswte a la stimulation noradrénergique :
Icer, dépendant essentiellement de la stimulgbi@urénergique, at-fos semblant dépendre
a la fois des stimulations- et -adrénergiques, tous deux inductibles en une a teures.
L'utilisation du génec-fos est sans doute la plus intéressante, car celpatticipe
certainement directement a la régulation de lastmaption de Aa-natdans la glande pinéale
du hamster syrien (vogection |.B.2de cette discussion

La premiere constatation que nous avons pu fairgues la restriction ne concerne pas
seulement Ra-nat(Garidouet al., 2003l), mais égalemeriter et c-fos(article 2). En effet,
I'induction de ces deux genes en milieu de jourmiést pas possible suite a une injeciion
vivo d'un agonist@-adrénergique. Cette restriction persiste lorsg@geahimaux sont en DD,
mais elle est levée lorsque les animaux ont étéepl8 jours en LL avant I'expérience. La
méme régulation avait été montrée poAaihat(Garidouet al., 2003h. L'ensemble de ces
observations suggere que la restriction diurne owcerne pas seulemenfd-nat mais
I'ensemble des génes dont la transcription dépentlAdPc. Elle pourrait donc toucher
I'activité générale de la glande pinéale.

B. Un réle pour ICER ?

L'intervention d'une protéine inhibitrice dans é&pmession diurne de la transcription de
I'Aa-nat avait été suggérée, car linjection d'un inhibitede synthese protéique
(cycloheximide) en milieu de nuit permet la stiniida de IAa-naten début de jour suivant
(figure 42, Garidouet al.,2003h). Cependant, dans cette expérience, les animauinjectés
a la cycloheximide durant la nuit présentaient untiction de Aa- natidentique 1 heure
aprées la stimulation par les agonistes adrénergjqomis moins prolongée que pour les
animaux traités a la cycloheximide. La stimulatiyant été faite une heure apres le début du
jour, a un moment ou Aa-nat endogene est encore élevée, il est possible que la
cycloheximide inhibe la synthese de protéines rexiess a la dégradation des ARNm de
I'Aa-nat stabilisant ainsi plus longtemps ces derniers.n@itanisme similaire a été décrit
dans la glande pinéale de rat, ou des protéinasfisp@s sont exprimées en fin de nuit et
dégradent les ARNm deAk-nat participant ainsi a la diminution de son exprassKim
et al.,20050).
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Figure 42 : L'inhibition de la synthése protéique enmilieu de nuit permet d'induire une
expression prolongée de I'ARNm de Aa-nat en début de jour suivant.Les animaux ont été
injectés avec de la cycloheximide ou du solvantngheu de nuit (02h00), puis avec de
l'isoprotérénol (ISO) ou du solvant au début du jguivant (06h00). L'expression de 'TARNm de
I'Aa-nat a ensuite été mesurée par hybridatiorsitu 1 et 3 heures aprés l'injection matinale
(07h00 et 09h00). (d’aprd&zaridou et al., 2008

Dans le but de vérifier la potentielle participatidune protéine inhibitrice dans la mise
en place de la restriction diurne, nous avons tdstéet de [linjection nocturne de
cycloheximide sur l'induction diurne dé#-natet dec-fos,a un moment ou leur expression
endogéne est minimalsgction I1.C.2 des résultats Nos résultats montrent que l'injection
de cycloheximide permet l'induction a la fois @éoset de IAa-naten deuxieme moitié de
jour. Ceci confirme bien l'intervention de la syédk d'une protéine durant la nuit qui serait
responsable de l'inhibition de la transcription deses durant la deuxieme moitié du jour
suivant. De plus, cette protéine semble réprimer seulement la transcription déd-nat
mais également la transcription d'autres genesndiéomes de I'AMPcd-fo3.

A la suite de ces résultats, nous avons étudi®lée possible d'ICER dans la mise en
place de la restriction diurne de la stimulation Id&-nat chez le hamster syrien. ICER
appartient a la famille des protéines CREM, mdifeidi de celles-ci par le fait qu'il est induit
par I'AMPc et ne possede pas de domaindraes-activation. Ces propriétés en font un
inhibiteur puissant de la transcription controlée [es séquences CRE, et dont l'activité ne
dépend que de la quantité de protéines présenteskeset al., 1996a; Molinaet al., 1993;
Stehleet al.,; 1993. Par ailleurs, ICER est un fort inhibiteur depsapre transcription induite
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par I'AMPc (voirsection 111.C.3 de l'introduction) et réprime également la transcription de
c-fos (Misund et al., 2007; Steigedakt al., 2007). De plus, nos résultats montrent que
I'expression d'ICER diminue fortement aprés 3 jeamsLL (section 1.C.1 des résultats)
Ces observations nous ont amené a suggérer quibotRait étre impliqué dans la restriction
de l'induction diurne deAa-nat Icer etc-fos

Pour étudier cette hypothese, nous avons cargetérigofil d'expression journalier de la
protéine ICER dans la glande pinéale de hamstéersyNos résultatsaticle 2) montrent
que le rythme d'ICER observé dans la glande pirdmlgamster est semblable a celui observé
chez le ratl(larondeet al., 19999. Son expression est €levée tout au long du ngehe
mais avec des valeurs significativement plus ékevée fin de nuit/début de jour, qui
diminuent progressivement en deuxieme moitié de pmwr devenir minimales en début de
nuit. Par contre, les valeurs en milieu de jourzcleehamster correspondent a environ 70%
des valeurs maximales, alors que chez le rat,szellsont d'environ 30%. Cette différence
pourrait donc étre suffisante pour expliquer poorduest possible d'induireAa-natchez le

rat et pas chez le hamster.

A partir de ce profil, nous avons supposé que $triotion diurne de I'expression des
genes devait avoir lieu durant toute la journédevétre plus forte en début de jour. De plus,
une étude précédente réalisée dans le laborat@reraontré que l'induction deAk&-natétait
possible durant le jour, mais restreinte a unetecignétre temporelle dans les deux heures
suivant la fin de la nuitGaridouet al., 2003). Des résultats semblables avaient été obtenus
sur la mélatonine\(aughanet al., 1986; Vaugharet al., 1987; Vaughan & Reiter, 19R7
Cependant, il est important de préciser ici quenigsaux d'expression dé\é-natet de la
mélatonine ont été observés pour des stimulatiaitesf une heure aprées le début du jour,
c'est-a-dire a un moment ou l'expression Aa-tiatendogéne est encore élevée. Ainsi, les
réponses observeées lors de ces études pourraseitteréd’'un phénomene de stabilisation de
I'ARNmM de |Aa-natpar la stimulation noradrénergique.

Pour contourner ce probléeme, nous avons testétl'dffine stimulation adrénergique 4
heures et 9 heures aprés le début du jour, cdseaa des points horaires ou l'expression
endogene deAa-nat dicer et dec-fosest minimale. De plus, en ce qui concerne |'étimle
I'Aa-nat nous avons utilisé un protocole d'injections aigoes sur 5 heures afin de laisser le
temps a I'ARNm d'étre synthétisé, au lieu des B beures utilisées précédemment(idou
et al., 20030). Nos résultats démontrent clairement une indoctiifférentielle de ces genes

en fonction de I'heure de l'injectiofigure 43, voir article 2), avec une induction possible en
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c-FOS

- Premiére moitié de jour Deuxiéme moitié de jour

Figure 43 : Schéma récapitulatif des résultats obters sur la restiction diurne de l'activation

de la glande pinéale chez le hamster syrier.'induction €x vivoetin vivo) dec-foset del'Aa-

nat par des agonistes adrénergiques (seringues) €sbf@muniquement en premiere moitié de jour,
lorsque l'expression de la protéine ICER est maxmBle plus, linduction de pCREB n'est
également possible qu'en premiére moitié de jows @sultats suggérent que la répression
transcriptionnelle par ICER n'est pas la cause @irde la restriction diurne de l'induction des
génes dépendants de I'AMPc, mais que cette réstrisérait due a une diminution de sensibilité

de la signalisation adrénergique en deuxieme maodigur.

premiére partie de journée (4 heures apres le dibjaur), mais pas en deuxieme partie (7-9
heures aprés le début du jour). Il existe donc hies fenétre temporelle de restriction de la
transcription dans la glande pinéale du hamsteersyqui se met en place en deuxieme partie
de journée. Nous avons également confirmé ce edseiit utilisant des glandes pinéales en
culture, prélevées a différents moments de la gair(voir section IlI.A des résultatg.
L'induction diurne des trois génes étudiés icipastsible au moment ou l'expression d'ICER
est maximalef{gure 43). C'est pourquoi nous considérons qu'lICER n'estresponsable de
cette restriction temporelle. En effet, si celleétait due a ICER, l'activation ne serait pas

possible en début de jour et le serait faiblemarfirede jour.

Nous démontrons ici clairement I'existence d'unmeéti@ étroite ou la transcription des
genes dépendants de I'AMPc dans la glande pin€aleaohster syrien est impossible. Une
telle fenétre d'inactivation a également été oliserdans la glande pinéale de souris
(Fukuharaet al., 2009. Cependant, son positionnement temporel estrdiff¢ car chez la
souris, IAa-natn'est pas stimulable en début de journée et leedieprogressivement en fin

de journée. Les raisons d'une telle différence spnabre inconnues.
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C. Un blocage de la signalisation adrénergique ?

Suite a ces résultats, nous nous sommes demanide fenétre d'inactivation de la
transcription pouvait étre due a une diminution lde sensibilité de la signalisation
adrénergique. Dans ce but, nous avons étudiéviaictin de CREB comme marqueur car 1) la
transcription de Aa-nat et dec-fos dépendent de pCREB, et 2) l'activation de CREB ne
dépend pas de sa néosynthese, mais uniquement pleosphorylation par la stimulation
adrénergigue. Nous avons alors étudié l'induct®p@REB en premiere et deuxieme moitié
de journée. De maniére surprenante, nous montma@dagstimulation de la phosphorylation
de CREB est possible en premiére partie de jouis gie est nettement réduite en deuxieme
partie figure 43 et article 2). Ce résultat renforce notre conclusion selon édquiICER
n'intervient pas dans ce mécanisme et démontrdagi@métre d'inactivation ne concerne pas
seulement la transcription des génes, mais affextivation générale de la glande pinéale
par les agonistes adrénergiques. Il existe donblorage dans la voie de signalisation, en
amont de la phosphorylation de CREB, empéchamtalastription des genes dépendant de
I'AMPc. Par ailleurs, une étude a rapporté unedtidn possible de la synthese de mélatonine
dans des glandes pinéales prélevées une heurel@piésut du jour et mises en culture pour
8 heures (de 1 & 9 heures aprés le début dugwac) de la forskolineS@ntanaet al., 1990.

La fenétre d'activation matinale que nous mettongwadence ici permet d'expliquer un tel

résultat. En effet, I'activation de la v@ieadrénergique étant possible en début de jourregse (n
résultats), la stimulation des glandes pinéaleslgpdorskoline a cette période permet donc
une accumulation de la mélatonine dans le milieauleire, visible 8 heures aprés le début de

la stimulation, méme si la restriction s'est misg@kce entre temps.

Les hypotheses permettant d'expliquer ce blocadlaat®ité de la glande pinéathez le
hamster syrien sont nombreuses, car celui-ci pibumaliquer tout élément intervenant dans
la signalisation en amont de pCREB. L'impossibtiééstimuler la phosphorylation de CREB
est en accord avec des études antérieures rappouandes agonistes adrénergiques ne
stimulent ni l'activité électrique des pinéalocytggehle et al., 1999ni I'accumulation
d'AMPc dans des glandes pinéales en cultteni@na et al.,, 1988a; Santana et al., 1)988c
Cette derniere constatation est intéressante lmamapbliquerait un blocage au niveau méme
de la production d'AMPc, touchant soit I'Adényl@clase, soit les récepteurs adrénergiques.
Un mécanisme similaire a été démontré dans laiatistr temporelle de la synthése de

mélatonine dans la rétine, ou l'inhibition de ltietlon serait due a une diminution de I'activité
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de I'Adénylate Cyclasée-(ikuhara et al., 2004Cependant, la stimulatidn vitro de glandes
pinéales de hamsters syrien, prélevées de jourms deela forskoline induit une forte
production d’AMPc, mais pas la stimulation avecl'd®protérénol $antana et al., 1988a;
Santana et al., 198gcsuggerant plutdt un mécanisme au niveau du tégepCependant, 8
isoformes d'Adénylate Cyclase sont exprimées dagtande pinéale-an et al., 2005 et la
forskoline les stimule sans distinction. Il est d@ossible gu'il existe une isoforme spécifique
couplée au réceptefiradrénergique et dont I'activité diminue en deuxdénoitié de jour.

Ce blocage pourrait également provenir d'une neatifin de I'expression des récepteurs
B-adrénergiques. En effet, une de nos études prélimes réalisée en Western Blot révele une
une expression maximale de ces récepteurs detreiit @ébut de jour, et minimale en milieu
de jour (résultat non montré). Cependant, I'astioaiaécepteur-ligand, augmente durant le
jour pour devenir maximale en début de nuit, ¥d¢se de la mise en place de la fenétre de
restriction Pangerl et al., 1990Néanmoins, le récepteur peut étre présent etdiigand,
mais ne pas induire la transduction du signal car couplé a I'Adénylate Cyclase ou a la

protéine G, ceci en fonction de son état de phagtdtmn (Hall, 2004 pour revie

La restriction de linduction des génes dépendaetd’AMPc que nous mettons en
évidence chez le hamster ressemble fortement ériade réfractaire a l'induction de la voie
générale de I'AMPc. Dans de nombreux systemes;didgles ne répondent plus a 'AMPc
apres une longue exposition a un stimulior{tminy, 1997). Pendant cette période
réfractaire, la stimulation de la voie de I'AMPc permet pas non plus de stimuler la
phosphorylation de CREB, ce qui suggere une suresgmn et/ou une augmentation
d'activité des phosphatases, ou encore une soukstiég des sous-unités catalytiques de la
PKA. Dans la lignée cellulaire de thyroide de rascker par exemple, cette période
réfractaire se met en plag& une diminution de I'expression des sous-unitéslydajues de
la PKA (Armstrong et al., 1995 Par ailleurs, I'activité de la PKA peut égaleté&tre inhibée
par une protéine inhibitrice, la PKI ("Protein Kg®a Inhibitor", Patten et al., 199,. dont
l'augmentation d'expression en deuxiéme partieodeourrait expliquer a la fois pourquoi
pPCREB n'est pas inductible et I'effet de la cyclomide observé dans nos expériences.

Dans le but de déterminer les causes du blocagéadgévation de la signalisation
noradrénergique, il serait intéressant d'étudier la& fois I'expression et l'activité des
récepteurss-adrénergiques, de I'Adénylate Cyclase, de la PE@ug-unités catalytiques) et
des phosphatases dans la glande pinélalddamster syrien. Nous avons réalisé des tests en

immunohistochimie sur les récepteytsadrénergiques et I'Adénylate Cyclase, mais sans
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résultats concluants car le signal était "noyé" dale bruit de fond. L'utilisation de la
technique de Western Blot pourrait alors s'avénaisgacile dans ce cadre. De plus, il serait
intéressant de comparer l'effet de la stimulatimecte des intermédiaires de la signalisation
(par de la forskoline, des analogues de 'AMPc etl'doprotérénol) sur I'expression des
genes et de pCREB. Ceci pourra étre fait sur demdgs pinéaleen culture selon le
protocole présenté dans la section IlI.B des regsilt Ces expériences permettraient de
définir exactement ou s'effectue le blocage.

Pour terminer, je mentionnerai que cette restmcttiurne de la phosphorylation de
CREB a également été décrite dans la glande pid@alat Roseboom & Klein, 1995 Dans
cette étude, les auteurs ont montré que l'injeation agoniste adrénergique en milieu de jour
n'induit pas la phosphorylation de CREB, ou du maa fixation sur les séquences CRE.
Ceci explique certainement pourquoi l'inductioltet est impossible a cette méme période,
car elle ne dépend que de l'activation de CR&&:t{on 111.C.3 de lintroduction, Stehle
et al., 1993; Foulke=t al., 19969. En revanche, ce résultat est troublant cardastrription
de [Aa-natest fortement stimulable a ce méme moment. Lardifige pourrait provenir du
fait que la transcription dedla-natne dépend pas que des sites CRE, mais égalensesiteke
CCAAT (section 1l1.B et Ill.F.1 de lintroduction , Baleret al., 1997). Il serait intéressant
de vérifier si la méme fenétre de restriction existhez le rat en étudiant, par
immunohistochimie, l'induction de pCREB duranbier]

Néanmoins, ce résultat nous améne a nous poseleldian de l'importance d'une voie
annexe a la phosphorylation de CREB dans l'indodm® IAa-natchez le hamster syrien. En
effet, lI'induction de Ra-natne dépend peut-étre pas des sites CCAAT, ce qligeerait
alors la différence dans l'induction diurne chez deux espece€e point serait intéressant a
vérifier en réalisant par exemple une mutation desite dans le promoteur de I'Aa-nat chez

le hamster et en étudiant I'effet de cette mutatior'induction de I'Aa-nat.

D. Un mécanisme régulé par un oscillateur interne a la glande pinéale?

La fenétre temporelle de restriction de la sigadilgn noradrénergique que nous mettons
en évidence dans nos expériences n'est pas unrpbgaainique. En effet, la sensibilité des
voies de signalisation du glutamate et du PACAPsds NSC varie en fonction du
nycthémere Gillette & Mitchell, 2009, de méme que la voie de I'AMPc dans la rétineatle
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(Fukuhareet al.,2004). Dans ces deux structures, ce phénomene segalérdirectement par
les oscillations autonomes des genes horloge. ifaurg, une telle fenétre de restriction de
I'induction de Aa-nata été décrite dans la glande pinéale de sotrisuharaet al., 2009.
Cette derniére differe cependant de celle que nmitons en évidence chez le hamster syrien,
car l'induction est ici possible en deuxiéme padigejournée, mais pas en premiere. Dans
cette étude, les auteurs ont supposé que ce phémod@pendait de I'expression d'un
oscillateur endogéne. En effet, la glande pinéalealiris, mais €galement de rat, exprime les
genes horloge de maniére rythmique (waiction I1I.E de l'introduction générale). De plus,

la restriction de l'induction deAla-natmise en évidence dans la glande pinéale de sesiris
maintenue lorsque les glandes sont mises en cukurgarallele des oscillations gerl
(Fukuhareet al., 2009. D'apres ces observations, il est Iégitime ddesaander si la mise en
place de la restriction de la signalisation noradrgique que nous avons mis en évidence
chez le hamster syrien dépend d'un oscillateurriata la glande pinéale.

Les genes horloge sont également exprimés de reamyitimique dans la glande pinéale
du hamster syrien\{ongchitrat et al, article soumis Nos résultats montrent que la
restriction de la signalisation noradrénergiquezatette espece disparait apres un jour en LL
et aprés 24 heures en cultuegticle 2 et section III.C des résultat3. Ceci suggére que le
mécanisme est différent de celui observé chez Ugiso il ne semble pas contrdlé par un
oscillateur. Néanmoins, une étude récente réatisdaboratoire a démontré que I'expression
derev-ertn et debmallcontinuait & osciller dans des glandes pinéaldsadester en culture
et in vivo en LL (Wongchitratet al, article soumils Ces observations donnent donc une
réalité a cette notion d'oscillateur interne a lande pinéale chez le hamster syrien.
Cependant, ce dernier n'apparait pas totalemeoh@uie, car les oscillations gerl etcry2
disparaissent en LL. Ainsi, la disparition du phéeéne de restriction en LL chez le hamster
pourrait étre due a une désorganisation de cellaiear. Ce dernier semble dépendant d'un

contrble par I'horloge car la restriction persesteDD (voirarticle 2).

Comment les genes horloge pourraient étre impligladss la mise en place de cette
fenétre de restriction ? Nous avons vu que cheatjeces génes ne semblaient pas intervenir
directement dans la régulation de l'expression'Ake-nat car une mutation des E-box du
promoteur n'a aucun effet sur son rythme d'exprassiumphrieset al., 2007). Cependant,
ce contrble pourrait se faire par la régulation fdeteurs intervenant dans la voie de
signalisation induisant la synthése dkalnat Dans la rétine de rat, la restriction de la

synthese de mélatonine semble due a une dimindgobactivité de I'Adénylate Cyclase 1
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(Fukuhara et al., 2009. Le promoteur de I|'Adénylate Cyclase 1 contieme UE-box
fonctionnelle pour l'induction de la transcripti@tu gene Chan et al., 2001). De plus,
I'expression de son ARNm est inhibée de nuit p&tfAadans la glande pinéale de rat, et cette
inhibition est abolie en LL (le pic se prolonge auir le jour,Tzavaraet al., 1999. Ainsi,
I'induction de PER1 et CRY2 par la NA pourrait iéper la synthése de I'Adénylate Cyclase
1 conduite par les dimére CLOCK/BMALL. L'expressiiminue donc et devient minimale
en fin de nuit. Dans notre modele, ce mécanismergibdiminuer I'expression de I'Adénylate
Cyclase 1 en deuxieme moitié de jour et étre resgdale du blocage observé dans la voie de
signalisation. Si les animaux sont placés en LLRPEet CRY2 ne sont pas induits
(Wongchitratet al, article soumik et donc la synthése de I'Adénylate Cyclase 1trpas
diminuée. De plus, cette hypothese explique égaleftedfet de la cycloheximide en milieu
de nuit (voirsection 11.C.2 des résultats En effet, celle-ci inhiberait la synthése de RER
CRY?2, qui n'exerceraient alors pas leur actionaggive. L'Adénylate Cyclase 1 continuerait
a étre présente et le blocage en milieu de jouraitapas lieu.

Afin de vérifer cette hypothése, il serait intéeadsde vérifier la possible implication des
produits des genes horloge dans la mise en plada flenétre de restriction. Ceci pourrait
étre réalisé par l'utilisation du modele ex vivoequous avons commencé a mettre au point,

en conjonction avec une sous-expression des pes&iR et CRY.

La disparition de la restriction diurne en LL outsw 24 heures de culture (nos résultats)
et sa persistance en DD suggérent que I'horloggatercontrole la mise en place de ce
phénomene (et donc l'oscillateur interne) danddadg pinéale. Comment pourrait se faire un
tel contréle ? La libération nocturne de NA sendile un bon candidat car 1) elle constitue le
signal majeur par lequel I'horloge régule la sys¢hde mélatonine et le métabolisme de la
glande pinéale, 2) elle régule I'expression deagestgenes horlogepdrl et cry2) dans la
glande pinéale de rat, de sourisifuharaet al., 2000; Simonneaurt al., 2004; Takekida
et al., 2000 et de hamster syrien\(ongchitratet al, article soumiy 3) la NA controle les
oscillations des genes horloge, notamnpartl, dans les glandes surrénales et le feida
et al.,2005; Terazonet al., 2003, mécanisme régulant la sensibilité journaliere giandes
surrénales a I'ACTH steret al.,2009.

Nos expériences n'ont cependant pas permis deenegtiévidence un tel rdle pour la NA.
Nous avons tenté de mimer artificiellement le o@letnoradrénergique nocturne de I'horloge
en soumettant des glandes pinéales de hamsten sytiee ou deux périodes de 10 heures de

stimulation avec de la NA (vosection IIl.C des résultaty. Cependant, ce traitement s'est
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révélé inefficace dans la mise en place de laicéstmn, car I'activité des glandes pinéales a été
stimulée, que celles-ci aient été incubées avétAlaou non. Il faut toutefois rester prudent
avec ces expériences, car elles ne comportaientrppasmbre suffisant de glandes pinéales
pour pouvoir conclure avec certitude. Par ailleulrgst probable que nos conditions de
culture ne reproduisent pas complétement la ndibgéne a laquelle sont soumis les animaux
in vivo. En effet, les glandes pinéales étant prélevéesakin, elles sont coupées trés tot de
nombreux signaux pouvant influencer leur métabadiset le seul auquel elles sont soumises
a nouveau est la NA. Or, de tels signaux contrpbasl'horloge, pourraient également étre
impliqués dans la mise en place de la restrictiamé. Par exemple, I'oscillateur du foie est
egalement controlé par les NS4& l'action des glucocorticoide®dlsalobreet al., 2000).
Ceux-ci pourraient alors intervenir dans la misgkte de la restriction de l'activation de la
glande pinéale, par exemple en controlant I'expresdes récepteurf-adrénergiques. En
effet, une adrénalectomie augmente la liaison mabemécepteur-agoniste observée en début
de journée dans la glande pinéale deGatzalez-Britcet al., 19880.

Pour finir, il est également probable que la miseptace de la restriction diurne ne
dépende pas d'un oscillateur interne a la glandéaje, mais d'un signal inhibiteur diurne
contrdlé par I'horloge. Ceci permettrait égalemiexpliquer pourquoi la restriction disparait

en culture chez le hamster syrien.

lll. Contréle photopériodique de l'expression de I' Aa-nat : une

diminution dans l'efficacité de la transcription

La mélatonine délivre un message temporel a |'esgaa par la variation de sa durée de
présence dans le plasma, en relation avec la deréenuit. Chez la plupart des espéces, cette
variation est directement contrélée par la duréadévité nocturne de I'AA-NAT. Chez les
rongeurs, l'allongement de l'activité nocturne '@AINAT est directement dépendant d'un
allongement de la transcription déd-nat Chez certains rongeurs, I'amplitude du pic de
mélatonine varie également, pour augmenter en pBdtale courte, essentiellement grace a
une augmentation de l'activit¢ de I'HIOMT (vasection Il de [lintroduction). Cette
augmentation de synthese de mélatonine est égdleassaciée, chez le rat et le hamster

sibérien, a une diminution de lI'amplitude du rythdeelAa-nat Chez le hamster syrien, les
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variations dans la synthése de mélatonine soneéggit caractérisées par un allongement de
la durée de transcription dé&d-nat ainsi que par une forte diminution de I'ampituadepic
(figure 44). Cependant, alors que chez le rat et le hamist&rien le délai d'induction dedl-

nat et de la synthése de mélatonine augmente avemgament de la durée de la nuit (voir
section Il de lintroduction), ce délai ne varie pas en fonction de la photogérchez le
hamster syrienGaridouet al.,2003b; Miguezt al.,1995; Reiter, 1993a

A. Un r6le pour ICER ?

Nous avons supposé l'intervention d'ICER dansrardition d'amplitude du pic nocturne
de 'ARNmM de Ra-natchez le hamster syrien pour plusieurs raisonsla futation d'ICER
chez la sourisn vivo induit une forte augmentation de I'expression’dBMNm de [Aa-nat
(figure 44, Foulkeset al., 19969, 2) la surexpression d'ICER dans des pinéalogdeast en
culture inhibe fortement l'induction dé&#-nat(Ho et al.,20070), et 3) ICER est une protéine
tres stable et sa synthése est plus longue eng@raide courte, ce qui augmente les quantités
de protéines présentes en photopériode cotmiel{eset al., 19961). Ainsi, selon notre
hypothese, la diminution de I'expression de I'ARdNnAa-naten photopériode courte serait
due a une présence plus importante de la prot€BR Idurant la nuit en photopériode courte.

Notre premiere étude montrait que la durée de sgetlde I'ARNm ¢ter dans la glande
pinéaledu hamster syrien est allongée en photopériodaesosupposant une synthése plus
longue de la protéine et donc des quantités plysoitantes [Diaz et al., 2003. Nous
montrons que, contrairement a ce qui a été deber de rat, le profil d'expression de la
protéine ICER ne varie pas en fonction de la phériode érticle 2). De plus, les quantités
de protéines ne sont pas plus importantes en péidole courte, excluant donc qu'lCER soit
responsable de la diminution d'expressionAla-Hiaten photopériode courte. Ce résultat n'est
pas trés surprenant. En effet I'amplitude d'expyasde 'ARNm dcer en photopériode
courte et en photopériode longue est exactememélame Diaz et al., 2003. L'induction
d'lcer étant treés sensible (beaucoup plus qua-fia) a l'effet répresseur de sa propre protéine,
si la quantité avait été augmentée, alors I'exmpesde son ARNm aurait été fortement
diminuée. Le profil d'expression d'ICER chez le k@nsyrien montre également un niveau
faible en début de nuit dans les deux photopério@esi est en accord avec le fait que
I'induction de la transcription deAB-nat(et dicer) chez le hamster n'est pas décalée comme
chez le rat, ou ICER est plus fortement présemtéut de nuit en photopériode courte. Les
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Figure 44 : Le blocage diurne de linduction de a-nat serait di a la synthése d'une
protéine inhibitrice durant la nuit précédente. (A) Variations photopériodiques de I'expression
de I'ARNm de Aa-nat dans la glande pinéale de hamster syrien. L'andglitdu rythme est
nettement diminuée en photopériode courte (rondscl) par rapport a la photopériode longue
(ronds noirs). L'induction de I'expression en déminuit a lieu avec le méme délai dans les deux
photopériodes. La terminaison de I'expression @gterpar I'arrivée de la lumiere en photopériode
longue et par I'horloge endogéne en photopériodeteo(B) Effet de la sous-expression d'ICER
sur le rythme d'expression dAd-natdans la glande pinéale de souris. La mutation d'IGER
induit une nette augmentation de lI'amplitude dihmg par rapport aux souris sauvages (+/+).
Cependant les profils d'induction et de terminaisienl'expression restent identiques. (d'aprés
Garidou et al.,2003 (A) et Foulkes et al., 1996)(B)

raisons de cette différence de profil d'ICER entppériode courte entre le rat et le hamster
sont inconnues. Elles pourraient étre dues a updation différente de la dégradation de la
protéine, peut-étre par une activité différente detéasomes chez les deux espéces. Il est
également intéressant de noter qu'une étude réaenégalement rapporté un profil
photopériodique de la protéine ICER, avec des d@anigénéralement plus faible en
photopériode courte, mais également une faible tggade protéine en début de nuit
(Marondeet al., 2007). Bien que différent, ce profil reste en accor@@wotre conclusion
selon laquelle la diminution de I'expression d&RIMn de |Aa-natchez le hamster syrien en
photopériode courte n'est pas due a une répresardCER.

Le role d'ICER chez le hamster reste donc encogelaircir. Il pourrait aider a la
diminution de la transcription déAk-naten fin de nuit, en conjonction avec la diminutae
I'expression de pCREBidures 38 et 4] voir section I.A de cette discussign Néanmoins,
nos résultats suggerent que la diminution d'angditdu rythme d'expression dad-naten

photopériode courte dépend d'un autre mécanisrmaatepression par ICER.
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B. Une diminution de la sensibilité de la voie nor  adrénergique ?

Pour déterminer si cette diminution d'expressionl'da-nat en photopériode courte
pouvait étre due a une diminution de la sensibi#éla signalisation noradrénergique, nous
avons étudié I'expression photopériodique d'adaeteurs de transcription intervenant dans
I'induction de Ra-nat Nous avons observé que le profil temporel d'esgiom de pCREB et
de c-FOS ne variait pas ou trés peu avec la photmjge En revanche leur amplitude est
nettement diminuée en photopériode courte par ragpta photopériode longue. Il semble
donc que la diminution d'amplitude de I'expressierfAa-natsoit causée principalement par
une diminution de la sensibilité de la signalisatimradrénergique en photopériode courte.
Cependant, cela n'explique pas pourquoi I'amplithdpic de 'ARNm et de la protéine ICER
restent identiques dans les deux photopériodes ¢t al., 2003. ICER étant trés sensible a
la stimulationp-adrénergique, il est probable que la quantité &ER phosphorylée en
photopériode courte soit suffisante pour en induine expression maximale. Nous avons
eégalement observé que le délai d'induction noctdmees deux facteurs est identique quelle
gue soit la photopériode, ce qui explique pourdgi@iélai d'induction deAa-natne varie pas.
Ce résultat nous indique également que la dynandguiération de la NA en début de nuit
semble identique dans les deux photopériodes.

La diminution de sensibilité de la voie adrénergicgn photopériode courte pourrait
provenir d'une diminution de la quantit¢é de NA I dépendante de modifications
photopériodiques dans le fonctionnement de I'herlogntrale. Il est également possible
qu'elle soit causée par une diminution de I'exjpoesdes récepteurg- (diminution de la
potentialisation) et/ofi-adrénergiques, de I'Adénylate Cyclase, de la PKIRest intéressant
de noter qu'un mécanisme similaire a été mis ete@ee dans la glande pinéale de rat. En
effet, la diminution de sensibilité de la voie atkdgique existe également en début de nuit en
photopériode courte, avec une diminution de la phog/lation de CREBHoulkeset al.,
19960, qui ne semble pas due a une diminution de ptaguad’AMPc, mais a une
diminution d'activité de la PKAHngelet al.,20043.

Afin de vérifier ces hypotheses, il serait intéeeg de déterminer le profil d'expression
et d'activité photopériodique de ces difféerenteotfines (récepteurs adrénergiques,
Adénylate Cyclase, PKA,...) dans la glande pinéalbatuster syrien. L'étude de leur activité
pourrait se faire en culture, sur des glandes préts chez des animaux préalablement
acclimatés dans les deux photopériodes. La stinomatirecte des différents intermédiaires

de la voie de signalisation permettrait alors deedginer le niveau auquel se fait cette
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diminution de sensibilité. De plus, il apparait é&gaent essentiel d'étudier le profil
photopériodique de libération de la NA in vivo (esptemporel et quantitatif), par exemple
par microdialyse.

Les points discutés précédemment n'ont pris en wmpe l'implication de la voie
noradrénergique. Cependant, la glande pinéalenastiée par d'autres afférences pouvant
moduler la synthése de mélatonine et l'activité el@symes la catalysanti(nonneaux &
Ribelayga, 2008 Parmi celles-ci, les afférences NPYergiques s$embbparticuliérement
intéressantes. Le NPY est majoritairement coloéaligeec la NA dans les fibres sympathiques
et semble étre libéré simultanément avec celléviller et al., 1999. Son action sur la
synthese de mélatonine peut se faire par une trdnbde la libération de NA et/ou une de
I'accumulation d’AMPc induite par la stimulatifradrénergiquelcese, 1991; Rekast al.,
1998; Simonneaugt al., 1994; Simonneauat al., 1999. Ainsi, il diminue l'activité de I'AA-
NAT induite par la NA,n vivo etin vitro (Simonneaux & Ribelayga, 2003, pour rejiRe
plus, linnervation NPYergique montre des variagiosaisonniéres importantes chez le
hamster d'Europe, avec une densité plus fortevar (Molleret al.,1998).

Le NPY pourrait ainsi moduler la sensibilité designalisation adrénergique chez le
hamster syrien en fonction des saisons. En effestipossible que l'innervation NPYergique
soit plus dense en photopériode courte, expligiaagitninution dans I'expression des facteurs
dépendant de 'AMPc (pCREB et c-FOS). De plus, lgeinhibant I'AA-NAT, le NPY n'a
aucun effet sur I'expression d'ICER¢fferet al., 1999, ce qui est également en accord avec
les quantités de protéines ICER qui ne changentipas la photopériode dans notre étude.
Afin de vérifier cette hypothése, il serait intéy@mst de déterminer si la densité de
I'innervation NPYergique varie avec la photopériadez cette espéece, ce qui est réalisable
par immunohistochimie. Puis, il serait nécessalgutlier I'effet du NPY sur la transcription
de I'Aa-nat. Ceci est envisageable a la fois imovgur des glandes pinéales culture co-
stimulées avec du NPY et de la NA, mais égalemerivd en injectant un antagoniste des
récepteurs au NPY en début de nuit a des hamgtaen €£n photopériode courte.

Bien que le NPY soit une cible intéressante, désutieurotransmetteurs et neuropeptides,
dont la densité de l'innervation peut varier encfmm de la photopériode (exemple de la
vasopressine) pourraient étre impliqués dans laulatidn photopériodique de I'expression de
I'Aa-nat(Simonneaux & Ribelayga, 203ar ailleurs, cette diminution d'expression ardy
pas d'impact sur lI'amplitude de la synthése de torvétee, il serait intéressant d'étudier si
I'activité de I'HIOMT varie également chez cettpexe, comme cela a été démontré chez le

hamster sibérien et le hamster d'Europe (seation II.E de l'introduction généralg.
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IV. Implication de ces mécanismes dans la construct ion du

message photopériodique vehiculé par la mélatonine

La construction du message photopériodique estipatement réalisée au sein méme de
I'hnorloge biologique des NSC (voisection 1.B de [lintroduction généralg. Le
fonctionnement de I'horloge (photosensibilité, \atd#i électrique, expression des genes
horloge,...) est modifié en fonction de la photopdeioce qui lui permet de délivrer un
message temporel cohérent avec la photopériodeaatelvoirsection 1.B de l'introduction
généralg. Ceci permet alors la modification de I'expressies signaux de sortie de I'horloge,
par exemple I'expression de 'ARNm d&MP. Ces observations ont suggeéré que le contréle
photopériodique de la synthése de mélatonine parldge passait par une modification du
profil de libération de la NA, bien qu'aucune domrisponible ne permette de l'affirmer.
Cependant, lors d'un changement de photopéritaeldge met environ 3 semaines a adapter
son fonctionnement\uillez et al., 1996, ce qui est également le temps nécessaire aux
modifications de la durée du pic nocturne d'adivie I'AA-NAT dans la glande pinéale.
Cette derniere apparait alors comme un relaisfpdssiNSC dans la construction du message
saisonnier.

Néanmoins, la restriction diurne de la stimulatamrénergique suggére que la glande
pinéale du hamster syrien pourrait participer @&etignt au codage de cette information
véhiculée par les NSC. En effet, il est intéressi@nhoter que la fenétre d'activation matinale
observée dans la glande pinéale du hamster syogespond au moment ou la nuit et la
synthese de mélatonine s'allongent en photopédodee (en prenant comme référentiel le
début de la nuit). Ainsi, la glande pinéale papgcait activement (et non comme un simple
relais) a I'élaboration du message saisonnier,eemegttant un allongement de la durée de
synthése de mélatonine. Ceci suppose que I'hodegeale, étant responsable de la mise en
place de la fenétre de restriction, établisse w@roge de sensibilité a la NA identique dans
les deux photopériodesiqure 45). Ainsi, en photopériode courte, l'arrét de lategse de
mélatonine serait di a la diminution de la sengibide la voie noradrénergique, alors qu'en

photopériode longue il serait di a I'arrét debadation de NA par I'horloge.
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Afin de vérifier cette hypothese, il serait toutlsird nécessaire d'encadrer avec
précision la fenétre de restriction diurne de ligation de la glande pinéalehez le hamster
syrien. Ensuite, il serait intéressant de simulafldngement de la nuit par des injections
d'agonistes adrénergiques chez des animaux en péadoe longue et en photopériode
courte, afin de voir s'il est possible de prolongetificiellement le pic de mélatonine. Si la
théorie est correcte, le pic de mélatonine devpaitivoir étre prolongé durant la matinée en
photopériode longue, mais pas en photopériode epwdr les injections seraient faites au
moment de la mise en place de la restriction. Cdamiere étude sur les animaux en
photopériode courte nous permettra également diéiesési cette restriction existe durant le
jour dans cette photopériode. Si elle existe, eétllgudépend uniquement de la libération
nocturne de NA, sa mise en place devrait se faesque immédiatement apres le début du
jour en photopériode courte.

Sensibilité de la voie
noradrénergique  Blocage

N g N g N g
» < L} » N

’ \
v

|
Photopériode :
longue .
|
1

Photopériode
courte

Figure 45 : Modéle expliquant le réle de la fenétréemporelle de restriction diurne dans le
codage de l'information photopériodique par la glanle pinéale chez le hamster syrierSelon
notre modéle, la libération nocturne de NA (flechedes) débute au méme moment dans les deux
photopériodes. Ce signal permettrait a I'norlogerede de diriger la mise en place des périodes de
sensibilité de la voie noradrénergique (en viodttile blocage (en rouge). L'arrét de la libération
de NA en photopériode longue est responsable détl'de la synthése de mélatonine (courbe
bleue). En revanche, en photopériode courte, iageide sensibilité permet I'allongement du pic
de synthése de mélatonine qui se terminerait grd@enise en place du blocage.
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La restriction temporelle de la synthese de méiatast tres importante chez le hamster
syrien, car sa physiologie varie avec les saisehglonc avec la durée de présence de la
mélatonine dans le plasma. Plus que la durée la'esincidence entre différentes périodes de
présence de la mélatonine qui est importante @@ition 1.D de l'introduction). En quoi
une fenétre temporelle de restriction de la symtltescette hormone peut-elle étre utile chez
cette espéce ? L'injection de mélatonine exogerad@gnt plusieurs semaines) en fin de
journée a des hamster syriens en photopériode dongduit une physiologie de type
photopériode courteTémarkinet al., 1976. La restriction de la syntheése de mélatonine
durant la deuxieme moitié de la journée, assodierag délai nécessaire a son induction,
pourrait ainsi éviter la présence de mélatonin@ anoment inapproprié. Bien que la glande
pinéale du hamster syrien possede également sy ste recapture de la NA endogéene tres
efficace de jour\(augharet al., 1989, lI'exposition a un stress, induisant une fotbération
de NA et d'adrénaline dans l'organisme, pourraistituer un message d'erreur susceptible
d'induire la mélatoninedhampneet al., 1989. La mise en place de cette restriction pourrait
permettre d'éviter cela, et donc n'autoriser lat®ge de mélatonine que durant la période

nocturne.

V.Conclusion et perspectives

L'ensemble des études réalisées au cours de na\tsadt a analyser les mécanismes
cellulaires et moléculaires impliqués dans la retstn temporelle de I'expression déd-nat
I'enzyme limitante de la synthése nocturne de meia¢, chez le hamster syrien. Dans ce
cadre, nous avons démontré que :

1) la nature et la balance temporelle d'expressaoiurne des facteurs de transcription
régulant linitiation/répression de la transcriptide |Aa-nat sont différentes de celles
observées chez le rat, avec un réle important degipes c-FOS et c-JUN dans I'activation
en début de nuit, expliquant le délai supplémeatdans l'induction de I'expression d&afF
nat et de la synthése de mélatonine chez le hamster ;

2) la restriction diurne de l'induction déd-natest due a la mise en place d'une fenétre
d'inactivation de la signalisation noradrénergignedeuxieme partie de journée, causant un

blocage général de I'activation de la glande pegal
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3) l'absence de variations photopériodiques dandélai d'induction nocturne de la
transcription de Aa-natest due a un profil temporel d'expression idemtides intermédiaires
de la voie de signalisation en début de nuit ()CRE&-FOS) ;

4) la nette diminution de I'amplitude du rythmexgieession de 'ARNm deAa-naten
photopériode courte est causée par une diminutogrmgle de la sensibilité de la signalisation

noradrénergique.

Afin de continuer la caractérisation des mécanismefiulaires et moléculaires
responsables de ces phénoménes, plusieurs étudensisageables :

* Le clonage du promoteur dA#-natchez le hamster nous renseignera tout d'abord sur
la nature des séquences régulatrices contenuesemgi. Ceci permettra alors d'étudier le
profil temporel de fixation (donc d'activité) desfgines pCREB, ICER, c-FOS et c-JUN,
ainsi que la maniére dont ces facteurs entrentoerpétition pour ces différentes séquences
(CRE, TRE,...). Par ailleurs, I'étude des interacti@mtre ces différents facteurs (et avec
d'autres partenaires) sera également intéressamte@mprendre leur mode d'action.

* L'inhibition spécifique de ces facteurs de tramg@yn nous renseignera sur le réle
qu'ils exercent (activation ou répression) et lémportance dans la régulation de la
transcription de Ra-natchez le hamster (mais également chez le rat). &dar I'utilisation
de vecteurs adénoviraux codant des ARN interfémdintges contre les ARNm de ces facteurs,
en complément du modekx vivoque nous avons proposé, pourrait s'avérer un wasl
efficace. Une collaboration a déja été mise enepaec le laboratoire du Dr Anthony HO a
Edmonton pour la construction de tels vecteurs.

» L'étude du profil temporel d'expression et d'adtibrades différents intermédiaires de
la voie de signalisation noradrénergique nous perange définir précisément le niveau
auquel la restriction diurne se met en place. lisation d'un modélen vitro/ex vivq
permettant de stimuler ces différents acteurs sépamt, sera également trés utile. A partir de
ces données, il faudra alors caractériser la (pes)éine(s) inhibitrice(s) potentiellement
responsable(s) de la mise en place de cette tasiric
e L'étude du profil photopériodique de libération e NA, mais également d'autres
médiateurs comme le NPY, en association avec éatudorofil photopériodique d'expression
et d'activation des différents acteurs de la sigaabn noradrénergique, permettrait de
comprendre les mécanismes responsables de la diionirde sensibilité de cette derniere en

photopériode courte.
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L'ensemble de nos résultats, en complément d'émutésieures, tend a montrer que la
restriction temporelle de la synthese de mélatoestecontrolée de maniere beaucoup plus
stricte chez le hamster syrien, un rongeur a plogi® saisonniere, que chez le rat. Ceci est
notamment possible grace a la mise en place cliezespece d'une période de sensibilité a la
NA, directement controlée par I'horloge centralernpettant non seulement d'interdire la
synthese de mélatonine a certains moment du cgalénpit, mais également de prolonger
celle-ci suivant la photopériode. Il reste cependanaractériser plus en détail la fenétre de
restriction mise en évidence lors de cette theser Rela, il faudrait notamment définir
précisément l'aspect temporel de la mise en plaaztle fenétre, mais également vérifier son
existence dans les deux photopériodes. Par ailliéuapparait nécessaire de comprendre
comment I'horloge des NSC contrdle la mise en ptieeette période de sensibilité de la
signalisation noradrénergique de la glande pinéala NA. Pour cela, il est important de
continuer la mise au point du modéle visant a rdyre la restriction dans des glandes
pinéalesex vivoque nous avons débutée ici. En effet, ce modele petmettrait de soumettre
les glandes pinéales a différents signaux (noctumediurnes) potentiellement utilisés par
I'norloge afin de contrdler la mise en place deliénomeéne.

Par ailleurs, ce phénomene de restriction tempmoréd la sensibilité d'une voie de
signalisation induite par un modulateur n'est pagque a la glande pinéale de hamster syrien.
Une telle fenétre de restriction a également étéitdédans la glande pinéale de souris et dans
la rétine de rat, mais également dans les glangeérales ou au niveau de I'horloge elle-
méme. Cependant, dans ces modéles, la restriceamble dépendre directement d'un
oscillateur interne a ces structures, synchroreséip signal venant de I'horloge. La présence
et I'importance d'un tel oscillateur dans la misgpkce de la restriction diurne reste donc a
démontrer chez le hamster. L'étude des mécanisefietages et moléculaires impliqués dans
la mise en place de la fenétre temporelle d'inatitm de la voie noradrénergique dans la
glande pinéale du hamster syrien pourrait permetrecomprendre comment I'horloge
contrble I'expression des rythmes a la périphérie.

De plus, ces études pourraient s'avérer utiles ldath@maine de la chronopharmacologie,
afin de comprendre pourquoi certaines drogues sairis efficaces a certaines périodes du

nycthémere.
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