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Avant-propos 

 

 

Nul n'ignore aujourd'hui que la Terre tourne sur elle-même selon un cycle de 24 heures et 

que cette rotation est la cause directe de l'alternance du jour et de la nuit en chaque point 

géographique de sa surface. Additionné au fait que cet axe est incliné de 23,4° par rapport à 

l'équateur, la Terre effectue également une rotation autour du Soleil selon une période de 365 

jours, créant ainsi une variation de la durée d'éclairement sur 24h au cours de l'année ou 

photopériode. Ces variations annuelles de la photopériode auxquelles s'ajoutent des 

variations cycliques de l'hygrométrie et de la température déterminent l'alternance des saisons 

qui est plus ou moins marquée selon la latitude considérée.  

Il apparaît essentiel que les êtres vivants puissent anticiper ce passage du temps et 

adapter leur activité afin d'assurer leur propre survie et la pérennité des espèces. Ces 

réponses anticipatrices sont observables d'un point de vue journalier et sont encore plus 

marquées d'un point de vue saisonnier. Certains animaux subissent des modifications de leur 

pelage (densité, couleur, etc.) et/ou une augmentation de leur masse corporelle anticipant 

l'arrivée de l'hiver. Il existe aussi des variations annuelles de la fonction de reproduction, 

permettant la naissance et surtout le sevrage des petits à la période de l'année la plus propice 

afin que la progéniture atteigne sa maturité au moment où les conditions climatiques sont les 

meilleures, et ce quelle que soit la durée de gestation.  

Afin d'anticiper ces variations cycliques de l'environnement, les organismes doivent 

posséder un système leur permettant de se repérer dans le temps. L'information 

photopériodique étant à la base de ce repérage temporel en terme journalier et saisonnier, un 

tel système doit donc être capable de lire , d'intégrer , mais également de distribuer  cette 

information au reste de l'organisme. 

Ce système, contrairement à ce que l'on pourrait penser, ne se contente pas seulement de 

lire l'information temporelle, mais est capable de générer celle-ci de manière endogène sur 24 

heures : on parle alors d'horloge circadienne. Les facteurs environnementaux "donneurs de 

temps" (zeitgeber), dont le plus puissant est l'alternance jour/nuit de la lumière, ne permettent 

que de synchroniser cette activité endogène à exactement 24h. De plus, la durée du jour 

variant avec les saisons, cette horloge est capable de "lire" l'information photopériodique en 

terme de durée de la phase lumineuse, permettant ainsi d'apporter une information 

photopériodique complète : journalière (jour/nuit) et saisonnière (jour long/jour court). Cette 
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information est distribuée à tout l'organisme via des mécanismes nerveux et endocrines 

complexes. Parmi toutes les structures cibles de l'horloge, la glande pinéale a un rôle 

prépondérant en termes de codage de l'information temporelle. La glande pinéale est une 

glande endocrine dont le principal produit de sécrétion est la mélatonine. Cette hormone est 

synthétisée et libérée de façon rythmique, sous le contrôle de l'horloge, uniquement pendant la 

nuit, et de façon proportionnelle à la durée de celle-ci : durée longue lorsque les nuits sont 

longues et durée courte lorsque les nuits sont courtes. Cette caractéristique fondamentale du 

rythme de sécrétion de la mélatonine en fait un donneur de temps journalier et saisonnier 

important pour l'organisme. Comme nous le verrons au cours de cette introduction, 

l'expression temporelle de cette hormone est régulée par l'horloge, mais également par des 

mécanismes moléculaires précis. En effet, l'expression temporelle des différents acteurs est 

primordiale à l'établissement du profil temporel de sécrétion. 

 

Lorsque j'ai débuté ma thèse, l'équipe de Dr. Valérie SIMONNEAUX s'intéressait aux 

mécanismes internes à la glande pinéale permettant de contrôler la synthèse rythmique de 

mélatonine, en particulier chez des espèces à physiologie saisonnière comme le hamster 

syrien. Au cours de ce manuscrit, je décrirai tout d'abord les propriétés du système circadien 

et saisonnier en commençant par le fonctionnement de l'horloge biologique (synchonisation et 

distribution des messages), mais en me focalisant surtout sur les rôles de la mélatonine dans 

ce système et sur le contrôle de son rythme de synthèse par l'horloge. Ensuite je décrirai les 

mécanismes cellulaires et moléculaires générant le rythme journalier et saisonnier de la 

synthèse de mélatonine au sein de la glande pinéale des mammifères, des neurotransmetteurs 

aux voies de signalisations impliquées. Enfin, j'aborderai un aspect particulier aux modèles 

rongeurs, à savoir la régulation transcriptionnelle de l'enzyme considérée comme limitante de 

la synthèse de mélatonine, en focalisant mes descriptions essentiellement sur les relations 

temporelles existant dans l'expression des divers facteurs de transcription stimulateurs et 

inhibiteurs impliqués. Ces trois parties serviront d'introduction à une quatrième dans laquelle 

je poserai les questions auxquelles j'ai tenté de répondre au cours de ma thèse, à savoir quels 

sont les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la restriction temporelle de la 

synthèse de mélatonine chez le hamster syrien, un rongeur à physiologie saisonnière, et en 

quoi ces mécanismes diffèrent du modèle rongeur couramment décrit qu'est le rat. 
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I. De l'horloge au contrôle des rythmes circadiens et saisonniers 

 

Lorsque des rats ou des souris sont maintenus en obscurité constante (DD: "Dark/Dark"), 

sans repères temporels, ils ont toujours une activité locomotrice rythmique (figure 1). Les 

animaux sont alors en "libre cours", c'est-à-dire que l'activité locomotrice de l'animal suit une 

période endogène, qui peut être supérieure ou inférieure à 24 heures selon les espèces, mais 

toujours proche de 24 heures : on parle alors de rythme circadien. Les 24 heures 

circadiennes sont divisées en deux périodes : le jour subjectif (période de repos des animaux 

nocturnes) et la nuit subjective (période d'activité des animaux nocturnes). Dans le cas d'une 

période endogène inférieure à 24 heures, la période d'activité de l'animal commencera tous les 

jours un peu plus tôt (figure 1), inversement si elle est supérieure à 24 heures. Par ailleurs, en 

soumettant ces animaux à un nouveau cycle LD ("Light/Dark"), la période de ce rythme 

redevient d'exactement 24h : on parle alors de rythme journalier . Ces observations ont mis 

en évidence l'existence d'un système capable d'intégrer et de distribuer le temps circadien : 

une horloge circadienne endogène, qui se synchronise avec l'environnement pour donner à 

l'organisme une information temporelle d'exactement 24 heures. 

 
 
 

 
 

Figure 1 : L’horloge circadienne endogène est située dans les NSC. Représentation 

schématique d’un actogramme de souris en conditions LD, DD, suite à une lésion puis une greffe 

des NSC. Les barres noires représentent l’activité locomotrice nocturne. (d’après Dardente 

&Cermakian, 2005) 
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A.  Anatomie et fonctionnement endogène de l'horlog e 

1. Une structure cérébrale 

La lésion bilatérale des noyaux suprachiasmatiques (NSC) de l'hypothalamus abolit le 

rythme d'activité locomotrice chez des rats en DD (figure 1, Moore & Eichler, 1972; Stephan 

& Zucker, 1972). Chez ces animaux, ce rythme d'activité peut être restauré par une greffe de 

NSC (figure 1). Par exemple, la greffe de NSC provenant d'un hamster mutant tau, possédant 

une altération de la période endogène (22h chez les hétérozygotes et 20h chez les 

homozygotes au lieu de 24h ; Ralph & Menaker, 1988), chez un hamster sauvage dont les 

NSC ont été lésés restaure la rythmicité, mais avec une période endogène correspondant à 

celle du greffon et non à celle du hamster receveur (Ralph et al., 1990). L'horloge circadienne 

contrôlant la rythmicité endogène est donc située dans les NSC et impose sa période au reste 

de l'organisme. 

Les NSC sont de petites structures cérébrales situées dans la partie antérieure de 

l'hypothalamus, juste au dessus du chiasma optique, de part et d'autre du 3ème ventricule. 

Chaque noyau contient 8000 à 10000 neurones (Abrahamson & Moore, 2001; Moore et al., 

2002), dont la plupart sont GABAergiques (Moore & Speh, 1993). Les NSC sont subdivisés 

en une partie ventro-latérale (vlNSC) et une partie dorso-médiane (dmNSC). Les dmNSC sont 

caractérisés par la présence de neurones à AVP ("Arginine Vasopressine") qui est un peptide 

exprimé selon un rythme circadien avec un maximum durant le jour (Abrahamson & Moore, 

2001; Moore et al., 2002; Tominaga et al., 1992). Les neurones des vlNSC expriment 

majoritairement le VIP ("Vasoactive Intestinal Peptide") avec un maximum durant la nuit en 

LD, ce rythme n'étant pas circadien (Abrahamson & Moore, 2001; Shinohara et al., 1993; 

Takahashi et al., 1989). Par ailleurs l'expression d'autres peptides comme le "Gastrin 

Releasing peptide", la somatostatine, ou encore la calbindine, permettent d'établir une sous-

régionalisation de ces deux subdivisions (Abrahamson & Moore, 2001). 

 

2. Propriétés physiologiques de l'horloge 

La greffe de neurones isolés de NSC chez des animaux NSC-lésés restaure une activité 

rythmique circadienne (Silver et al., 1990), démontrant ainsi que l'information rythmique 

générée par les NSC naît au cœur même des cellules qui les constituent. Chaque neurone 

contient toute la machinerie moléculaire nécessaire à la genèse des oscillations. C'est ensuite 

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

La mise en évidence de l'importance de phénomènes moléculaires dans le fonctionnement 

de l'horloge vient de l'étude de mutants chez la drosophile qui ont permis d'identifier des 

gènes essentiels au maintient des oscillations : les gènes horloge. Ces gènes codent des 

facteurs de transcription interagissant entre eux en une boucle de rétrocontrôle complexe 

constituant l'horloge moléculaire à la base des oscillations endogènes. 

 

•••• Clock et Bmal1: les éléments activateurs de la boucle 

Clock ("Circadian Locomotor Output Cycles Kaput") est exprimé dans les NSC de 

manière constitutive en LD et en DD [ARNm (Sun et al., 1997; Tei et al., 1997) et protéine 

(Maywood et al., 2003)]. Sa mutation entraîne un allongement important de la période 

endogène d'activité locomotrice, qui devient rapidement arythmique en DD (Antoch et al., 

1997; King et al., 1997b; Vitaterna et al., 1994). Bmal1 ("Brain and Muscle ARNt Protein 1") 

a une expression rythmique circadienne, avec un maximum durant la nuit (Abe et al., 1998; 

Honma et al., 1998a), et sa mutation entraîne une diminution de l'activité locomotrice en LD 

et une arythmie totale en DD (Bunger et al., 2000).  

Ces deux protéines contiennent des domaines bHLH ("basic Helix-Loop-Helix") et PAS 

("Period-ARNt-Sim"), leur permettant respectivement de se lier à l'ADN et de se dimériser 

(Antoch et al., 1997; Hogenesch et al., 1998; King et al., 1997a). Elles s'associent en 

hétérodimères et activent la transcription en se fixant sur des séquences promotrices, appelées 

E-box (5'-CACGTG-3'; Gekakis et al., 1998; Hogenesch et al., 1998). Les dimères 

CLOCK/BMAL1 activent la transcription des autres gènes horloges et d'autres "gènes 

contrôlés par l'horloge". Cependant, la présence d'une E-box n'est pas un critère suffisant à 

l'expression rythmique d'un gène. En effet, de nombreux gènes dépourvus d'E-box ont une 

expression circadienne, alors que d'autres contenant des E-box ne sont pas contrôlés par les 

dimères CLOCK/BMAL1 (exemple de l'Aa-nat, voir section III.E). 

 

•••• Per et cry: les éléments répresseurs de la boucle 

Les produits des gènes per sont exprimés dans les NSC selon un rythme circadien, les 

pics d'expression des ARNm de per1/2/3 étant décalés dans le temps avec un maximum 

durant le jour (Shearman et al., 1997; Takumi et al., 1998a; Takumi et al., 1998b; Yamamoto 

et al., 2001; Yan et al., 1999). Les protéines PER contiennent un domaine PAS mais pas de 

domaine bHLH, elles ne se lient donc pas à l’ADN. Elles présentent un maximum 
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d'expression en début de nuit (Field et al., 2000; Maywood et al., 2003). Les souris mutantes 

pour per1/2/3 présentent une diminution de la période endogène par rapport aux souris 

sauvages en DD, suivie d'une arythmie deux semaines après le passage en DD, sauf pour per3 

(Bae et al., 2001; Cermakian et al., 2001; Shearman et al., 2000; Zheng et al., 2001). Les 

doubles mutants per1/per2 deviennent immédiatement arythmiques en DD, mais pas les 

doubles mutants per1/per3 et per2/per3, ce qui souligne le rôle minoritaire de per3 (Bae et al., 

2001; Zheng et al., 2001). 

Les gènes cry sont sont des éléments essentiels de l'horloge moléculaire. Les ARNm de 

cry1 sont exprimés selon un rythme circadien avec un maximum en fin de jour (Kume et al., 

1999; Okamura et al., 1999), alors que pour cry2, les études montrent soit un profil rythmique 

avec un maximum à la transition jour/nuit (Kume et al., 1999), soit un profil non rythmique 

(Okamura et al., 1999) en DD. Les protéines CRY sont également exprimées selon un rythme 

circadien, le maximum d'expression étant à la transition jour/nuit (Kume et al., 1999). Tout 

comme pour per, les souris mutantes pour cry1/2 présentent une diminution de la période 

endogène en DD pour les mutants cry1 ou une augmentation pour cry2. Les doubles mutants 

cry1/cry2 sont arythmiques en DD (van der Horst et al., 1999), ce qui démontre leur rôle dans 

la genèse des oscillations au sein des NSC. 

L'expression des gènes per et cry est contrôlée par la fixation de CLOCK/BMAL1 sur les 

séquences E-box de leurs promoteurs (Bunger et al., 2000; Jin et al., 1999; Kume et al., 1999). 

Une fois synthétisées, les protéines PER et CRY forment des hétérodimères inhibant la 

transcription induite par les dimères CLOCK/BMAL1, réprimant ainsi leur propre synthèse. 

 

•••• Rev-erbα et Rorα: la boucle secondaire 

En plus de Clock, Bmal1, per et cryI, les gènes Rev-erbα et Rorα interviennent dans une 

boucle secondaire permettant de stabiliser la boucle principale. Ils sont exprimés dans les 

NSC avec un pic en milieu de jour en LD et en DD (Preitner et al., 2002; Sato et al., 2004; 

Ueda et al., 2002), en phase avec l'expression des gènes per et cry et sous le contrôle de 

CLOCK/BMAL1. Les protéines REV-ERBα et RORα entrent en compétition pour les 

séquences RORE du promoteur du gène Bmal1 et induisent respectivement une répression ou 

une activation de la transcription de Bmal1 (Sato et al., 2004; Ueda et al., 2002). Ainsi les 

souris mutantes pour Rev-erbα présentent une abolition du rythme de Bmal1 (Preitner et al., 

2002) et celles pour Rorα une diminution de l'expression (Sato et al., 2004). 
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Figure 2 : Représentation schématique des boucles de régulation transcriptionnelle et 

traductionnelle des gènes horloges dans les NSC chez les mammifères. Les flèches bleues 

représentent une activation et les flèches rouges une répression. (d’après Ko & Takahashi, 2006) 

 

 

 

•••• Schéma temporel de fonctionnement (figure 2) 

Les décalages temporels dans l'expression des différents acteurs de ces deux boucles sont 

l'élément crucial permettant les oscillations autoentretenues au sein des neurones des NSC. 

CLOCK étant exprimé de façon constante, l'activation transcriptionnelle des gènes contenant 

des E-box dépend essentiellement de l'accumulation et des modifications de la protéine 

BMAL1 (Eide et al., 2002; Sanada et al., 2002), permettant ainsi la translocation du dimère 

dans le noyau (Lee et al., 2001). Il en résulte en fin de nuit et durant le jour une activation de 

la transcription des autres gènes horloges par CLOCK/BMAL1 ( figure 2). Les protéines 

formées s'accumulent dans le cytoplasme et subissent des modifications post-traductionnelles 

modifiant leur stabilité, ce qui permet de contrôler précisément la période du cycle. 

Parmi ces modifications, la phosphorylation de PER par les Caséines Kinases Iε/δ 

(CKIε/δ) a été la plus étudiée (Lee et al., 2001; Lowrey et al., 2000). En l'absence de CRY, 

les protéines PER sont phosphorylées par les CKIε/δ, ce qui induit leur dégradation. Dès que 

les protéines CRY sont synthétisées, la formation des trimères PER-CRY-CKIε/δ permet la 

Sortie de l'horloge / 
processus biologique 
rythmique 
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stabilisation des protéines PER et la translocation dans le noyau (figure 2), où PER-CRY 

inhibent la transcription de leurs propres gènes et des autres «gènes contrôlés par l’horloge» 

via l'interaction directe avec les dimères CLOCK/BMAL1 (Kondratov et al., 2006; Sato et al., 

2006). Il y a donc, pendant la nuit, une inhibition de la transcription des gènes per1/2/3, 

cry1/2 et Rev-erbα au profit de la transcription du gène Bmal1. En fin de nuit, les gènes per et 

cry présentent leur minimum d'expression, les protéines sont dégradées, levant l'inhibition sur 

les dimères CLOCK/BMAL1 qui peuvent recommencer un nouveau cycle d'activation. La 

protéine REV-ERBα amplifie cet effet en inhibant la transcription de Bmal1 durant le jour, 

diminuant ainsi la quantité de protéines BMAL1 présentes en début de nuit. 

Cette boucle d'autorégulation moléculaire régule l'expression rythmique de nombreux 

gènes, comme l'AVP (Jin et al., 1999), ayant des rôles divers dans l'activité électrique et 

métabolique des neurones des NSC, mais également dans la synthèse et la sécrétion de 

neuropeptides agissant sur les cibles efférentes (Panda et al., 2002a; Ueda et al., 2002). 

 

b) Activité électrique endogène 

Les neurones des NSC sont également caractérisés par un rythme endogène de leur 

activité électrique. L'isolation in situ des NSC abolit le rythme circadien d'activité électrique 

des neurones dans tout le cerveau sauf dans les NSC eux-mêmes, démontrant ainsi le 

caractère endogène de cette activité (Inouye & Kawamura, 1979). In vitro, l'activité de ces 

neurones est toujours rythmique et le reste "indéfiniment" avec un pic d'activité moyenne 

pendant le jour/jour subjectif (Honma et al., 1998b; Welsh et al., 1995).  

L'activité électrique influe sur le fonctionnement rythmique de l'horloge et inversement. 

En effet, les souris mutantes pour Clock ont une période d'activité électrique allongée, tout 

comme celle de l'activité locomotrice (Herzog et al., 1998). De plus, chez les doubles mutants 

cry1/cry2, ce rythme d'activité électrique est aboli, bien qu'il soit toujours entraînable par le 

cycle jour/nuit (Albus et al., 2002). Enfin, l'application de tétrodotoxine, un bloquant des 

canaux sodium dépendant du voltage, sur des tranches de NSC en culture diminue 

l'expression de PER1 et augmente les déphasages entre les cellules (Quintero et al., 2003; 

Yamaguchi et al., 2003). Les sorties de l'horloge sont également affectées, car une application 

de tetrodotoxine pendant 4h durant le jour inhibe la transcription et la libération de l'AVP 

(Abe et al., 1998). La synthèse de l'AVP a donc un lien à la fois avec l'activité électrique des 

neurones et avec les boucles transcriptionnelles contrôlées par les gènes horloges, confirmant 

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

Lorsque les cellules des NSC sont dissociées en culture, elles présentent des rythmes 

d'activité électrique avec des périodes très hétérogènes (Honma et al., 1998b; Welsh et al., 

1995). La moyenne de ces périodes est très similaire à la période d'activité locomotrice 

endogène (Honma et al., 1998b; Liu et al., 1997b), amenant donc l'hypothèse que les 

neurones des NSC se synchronisent entre eux et intègrent l'information afin de donner un 

rythme d'activité général.  

Lorsque des tranches de NSC sont mises en culture avec de la tetrodotoxine, la 

synchronisation entre les décharges électriques (Honma et al., 2000) et l'expression de Per1 

(Yamaguchi et al., 2003) de cellules adjacentes est perdue. Ce couplage ferait intervenir 

directement les jonctions GAP établies entre les neurones, car l'activité électrique simultanée 

de deux cellules adjacentes est perdue en culture de tranches de NSC de souris mutantes pour 

la connexine36 (Long et al., 2005). D'autres mécanismes ont également été proposés comme 

la synchronisation par le GABA (Liu & Reppert, 2000) ou encore l'intervention des astrocytes 

dont l'étendue des prolongements, qui présente un rythme journalier, pourrait modifier 

l'efficacité du couplage synaptique entre les neurones des NSC (Becquet et al., 2008; Welsh 

& Reppert, 1996). Le VIP serait également important dans la mise en place de ce couplage. 

En effet, les rythmes d'activité électrique et d'activité locomotrice sont abolis chez les souris 

mutantes pour le gène Vpr2 (gène codant le récepteur VPAC2 du VIP ; Aton et al., 2005; 

Cutler et al., 2003; Harmar et al., 2002), de même que la synchronisation entre les cellules des 

NSC (Quintero et al., 2003; Yamaguchi et al., 2003). De plus, si les vlNSC et dmNSC sont 

mis en culture séparément, les neurones des vlNSC (neurones à VIP) restent synchronisés 

entre eux, mais pas ceux des dmNSC (neurones à AVP ; Yamaguchi et al., 2003). 

 

 

B. Synchronisation de l'horloge  

La période endogène distribuée par l'horloge n'est pas d'exactement 24h : elle est 

légèrement supérieure ou inférieure selon les espèces. Afin d'assurer une synchronisation 

parfaite des fonctions physiologiques et comportementales avec le cycle lumière/obscurité, 

l'horloge doit synchroniser son activité à exactement 24h grâce à de multiples voies d'entrée 

lui permettant de modifier légèrement son fonctionnement 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 lumière 

Les fibres rétiniennes innervant les NSC sont anatomiquement et fonctionnellement 

différentes de celles innervant le système visuel. Elles émanent d'une sous-population de 

cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) formant le tractus rétino-hypothalamique, ne 

conduisent que l'information lumineuse circadienne et expriment un photopigment spécifique : 

la mélanopsine (Hannibal, 2002 pour revue). Les souris rendues aveugles par une mutation 

des photorécepteurs de la rétine sont toujours entraînées par le cycle LD  (Freedman et al., 

1999; Lucas et al., 2001), suggérant bien l'intervention d'autres "photorécepteurs" rétiniens 

dans ce mécanisme. Cependant, les souris mutantes pour la mélanopsine présentent toujours 

un entraînement au cycle LD (Panda et al., 2002b; Ruby et al., 2002), alors que celles 

mutantes à la fois pour les photorécepteurs et la mélanopsine n'en présentent plus (Hattar 

et al., 2003; Panda et al., 2003). Ceci suggère que les CGR à mélanopsine ne sont pas les 

seules à intervenir, mais que les photorécepteurs "classiques" ont également un rôle restant 

inconnu pour le moment. Les CGR à mélanopsine projettent directement sur les vlNSC et 

libèrent du glutamate et du PACAP ("Pituituary Adenylyl Cyclase Activating Peptide") suite 

à une stimulation lumineuse (Hannibal, 2002 pour revue). 

 

b) Les autres afférences 

Les CGR projettent également vers les feuillets intergéniculés latéraux (FIG), qui 

étendent en retour des fibres contenant du GABA et du NPY (Neuropeptide Y) sur les vlNSC 

(Moore & Card, 1994 pour revue). Ce tractus géniculo-hypothalamique n'est pas directement 

nécessaire à l'entraînement photique, mais module celui-ci, essentiellement aux transitions 

jour/nuit et nuit/jour (Challet & Pévet, 2003 pour revue). Des fibres sérotoninergiques en 

provenance des Noyaux du Raphé (NR) se connectent également aux NSC soit directement 

sur les cellules à VIP à partir du NR médian, soit indirectement sur les FIG à partir du NR 

dorsal (Meyer-Bernstein & Morin, 1996; Moga & Moore, 1997). Ce tractus est directement 

impliqué dans l'entraînement de l'horloge par des facteurs comportementaux via la libération 

de sérotonine (5 Hydroxy-tryptamine: 5HT) (Challet & Pévet, 2003 pour revue). 

En plus de ces deux afférences, il s'en ajoute d'autres dont le point commun est la 

connection directe sur les cellules à VIP des vlNSC. Ces derniers fonctionnent comme un 

centre d'intégration permettant de synchroniser l'horloge par des facteurs photiques et non 

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

L'information lumineuse en provenance du tractus rétino-hypothalamique permet la 

synchronisation des fonctions physiologiques et comportementales à exactement 24 heures en 

ajustant la phase et la période des oscillations de l'horloge. L'effet de la lumière sur l'horloge 

est étudié via l'application de créneaux lumineux à différents moments du cycle circadien et 

en mesurant les décalages de phase de l'activité locomotrice. Ceux-ci sont retranscrits sous la 

forme d'une courbe de réponse de phase (figure 3) traduisant la sensibilité de l'horloge à la 

lumière. Bien qu'il existe des différences entre les espèces, l'effet général est un retard de 

phase lorsque le créneau est appliqué en début de nuit subjective (l'activité locomotrice 

commence plus tard le jour suivant), une avance de phase en fin de nuit (l'activité 

commencera plus tôt) et un effet minimal durant le jour subjectif (Challet & Pévet, 2003; 

Hannibal, 2002 pour revues).  

 

 

 

 
 

Figure 3 : Effet de la lumière sur les décalages de phases de l’activité locomotrice à différents 

moments du cycle circadien. (A) Les créneaux lumineux appliqués durant le jour subjectif  n’ont 

aucun effet (1), alors qu’ils induisent un retard (2) et une avance (3) de phase de l’activité 

locomotrice (barres horizontales noires) respectivement en début et en fin de nuit subjective. (B) 

L’amplitude des décalages obtenus peut être représentée sous la forme d’une courbe de réponse de 

phase (PRC). Il existe de grandes variations dans cette amplitude en fonction des espèces (ici chez 

la souris, le rat et le hamster), mais l’allure générale de la courbe reste identique avec toujours les 

mêmes effets. (d’après Hannibal, 2002) 
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Le glutamate libéré par les CGR à mélanopsine serait le principal neurotransmetteur 

conduisant les effets de la lumière sur l'horloge. L'application d'agonistes des récepteurs 

NMDA du glutamate in vivo et in vitro mime les effets de la lumière sur l'horloge (Ding et al., 

1994; Mintz & Albers, 1997), inversement pour l'application d'antagonistes NMDA (Colwell 

et al., 1990; Ding et al., 1994). En ce qui concerne le PACAP, son effet reste encore à 

éclaircir : il produirait des avances de phase durant le jour, mais également en fin de nuit, et il 

potentialiserait l'effet du glutamate en début de nuit et inhiberait celui-ci en fin de nuit 

(Gillette & Mitchell, 2002; Hannibal, 2002 pour revues). 

L'action des neurotransmetteurs du tractus rétino-hypothalamique induit directement 

certains gènes par l'activation ou l'inhibition de multiples voies de signalisation dont le point 

de convergence est la phosphorylation du facteur de transcription CREB ("cAMP Responsive 

Element Binding Protein") via la protéine kinase dépendante de l'AMPc (PKA), les MAPK 

("Mitogen Activated Protein Kinase") ou la Ca/CaMK ("Calcium/Calmodulin dependant 

protein Kinase") (Gillette & Mitchell, 2002; Hannibal, 2002 pour revues). La lumière induit 

l'expression de c-fos, mais également de per1 et per2 dans les NSC. Un créneau lumineux ou 

l'administration de glutamate induit per1 à la fois en début et en fin de nuit subjective, alors 

que per2 n'est induit qu'en début de nuit subjective (Albrecht et al., 1997; Field et al., 2000; 

Shearman et al., 1997; Takumi et al., 1998b; Yan et al., 1999; Zylka et al., 1998). D'une 

manière générale, les retards de phase en début de nuit seraient dus à per2, et les avances de 

phase en fin de nuit à per1, mais ceci reste encore sujet à controverse (Albrecht et al., 2001; 

Bae & Weaver, 2003; Cermakian et al., 2001). Bmal1 serait également impliqué dans les 

mécanismes d'entraînement car un créneau lumineux en début ou en fin de nuit subjective 

diminue l'expression de la protéine BMAL1 (Tamaru et al., 2000). Au contraire des gènes per, 

l'expression des gènes cry n'est pas influencée par la lumière (Okamura et al., 1999). 

 

3. Codage de la longueur du jour par les NSC 

La quantité totale de lumière perceptible sur 24 heures (photopériode) varie en fonction 

des saisons. Lorsque les jours sont courts et les nuits longues (en hiver) la photopériode est 

dite courte et lorsque les jours sont longs et les nuits courtes, la photopériode est longue. Cette 

différence de photopériode est codée par certaines sécrétions endocrines, dont la principale est 

le rythme saisonnier de production de la mélatonine (voir section I.D). Puisque les NSC 

contrôlent ces sécrétions endocrines, il semble logique que ces derniers soient capables 

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

nocturnes modifiés par la photopériode au sein des NSC. (B) Le codage de la photopériode par les 

NSC ferait intervenir un oscillateur du matin (M) et un du soir (E) respectivement dans les NSC 

caudaux et rostraux. Le schéma représente les relations de phases existant entre ces deux 

oscillateurs ainsi que le signal global obtenus dans les NSC en photopériode longue et en 

photopériode courte, en prenant pour exemple l’activité électrique. Les barres blanches et noires 

représentent respectivement le jour et la nuit. (d’après Johnston, 2005) 

 

 

En suivant l'induction de c-fos dans les NSC, suite à l'application d'un créneau lumineux à 

différents moments du cycle circadien chez des animaux préalablement acclimatés en 

photopériode longue ou photopériode courte, différents auteurs ont observé que la période de 

photosensibilité nocturne des NSC est plus longue chez les animaux acclimatés en 

photopériode courte, démontrant ainsi une intégration de la longueur du jour (Sumová et al., 

1995; Vuillez et al., 1996). De plus, l'expression de nombreux gènes dans les NSC varie en 

fonction de la photopériode, par exemple c-fos (Sumová et al., 2000), l'AVP (Jác et al., 2000) 

et les gènes horloge (Messager et al., 1999; Tournier et al., 2003). L'activité électrique des 

NSC est également modifiée, avec une durée globale plus longue et une amplitude plus faible 

en photopériode longue qu'en photopériode courte (Mrugala et al., 2000). Ces mécanismes 

contribuent à modifier la période d'activité des NSC en fonction de la photopériode ambiante 

(figure 4, Johnston, 2005 pour revue). 

Un modèle a été proposé sur la base d'un découpage des NSC en deux oscillateurs : l'un 

du matin (M) et l'autre du soir (E), composés chacun par des couples de gènes horloge 

différents dont la phase d'expression change avec la photopériode (Daan et al., 2001). 

  

PC Rythmes diurnes: 
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- décharges neuronales 
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Cependant, un autre mécanisme impliquant une différence dans le couplage entre la partie 

rostrale et caudale des NSC a été proposé. En effet, bien que l'activité électrique des NSC soit 

généralement élevée pendant le jour, deux pics, dont la relation de phase varie en fonction de 

la photopériode, sont observables sur des tranches horizontales de NSC en culture : l'un en 

début et l'autre en fin de journée (Jagota et al., 2000). La même expression différentielle entre 

NSC caudal et rostral existe pour les gènes horloge (Hazlerigg et al., 2005). Ainsi en 

photopériode longue, les deux pics sont éloignés et il en résulte une activité globale longue et 

peu ample, alors qu'en photopériode courte, les deux pics sont proches, formant une activité 

générale courte et ample (figure 4). 

 

 

C. Distribution du message temporel 

Pour être fonctionnelle, l'horloge doit véhiculer le message temporel généré à travers 

l'organisme afin que celui-ci se repère dans le temps et adapte sa physiologie et son 

comportement (activité locomotrice, température corporelle, prise de nourriture, etc). Chez 

des animaux ayant subi une lésion des NSC, une greffe de NSC restaure le rythme d'activité 

locomotrice (Lehman et al., 1987; Silver et al., 1996), mais pas ceux de sécrétion de cortisol 

ou de mélatonine (Meyer-Bernstein et al., 1999). Ceci suggère l'implication de facteurs 

diffusibles dans le contrôle locomoteur, alors que les sécrétions hormonales nécessiteraient 

plutôt des connections nerveuses (non restaurées par les greffes). Les NSC contrôlent ainsi les 

structures cibles via des efférences nerveuses et humorales ayant des rôles distincts. 

 

1. Efférences nerveuses et humorales des NSC 

Les projections majeures des NSC se font vers l'aire préoptique médiane, les noyaux 

paraventriculaires de l'hypothalamus (NPV), les noyaux sub-paraventriculaires de 

l'hypothalamus et l'hypothalamus dorso et ventro-médian (HDM et HVM) (Abrahamson & 

Moore, 2001; Moore et al., 2002). Il existe d'autres projections en direction des noyaux 

paraventriculaires du thalamus (PVT), des FIG et du système limbique (septum latéral et 

noyau du lit de la strie terminale). Pour toutes ces efférences, les messagers principaux sont 

l'AVP et le GABA, avec des mécanismes différents selon l'organe et la fonction considérés. 

Par exemple, les NSC contrôlent la sécrétion de cortisol via un contrôle direct des neurones 

endocriniens à CRH ("Corticotropin Releasing Hormone"), situés dans les NPV, par des 

fibres à AVP (Kalsbeek et al., 1992; Kalsbeek et al., 1996b). Un mécanisme similaire a été 
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décrit quant à l’action des NSC sur les neurones à GnRH ("Gonadotropin Releasing hormone", 

(Kalsbeek et al., 2002; Kalsbeek et al., 2006, pour revues).  

La synchronisation par les NSC implique aussi une communication humorale, puisqu'une 

greffe de NSC encapsulés dans un polymère, empêchant la régénération axonale, à des 

animaux NSC-lésés restaure le rythme d'activité locomotrice (Silver et al., 1996). Dans ce cas, 

deux facteurs pourraient être impliqués : le TGFα ("Tranforming Growth Factor") et la 

"Prokineticin 2" (Cheng et al., 2002; Kramer et al., 2001). Tous deux sont exprimés durant le 

jour dans les NSC, et leur infusion intracérébroventriculaire inhibe l’activité locomotrice 

(Cheng et al., 2002; Kramer et al., 2001). Cependant, pour le TGFα, le rythme d'expression 

est le même chez les rongeurs nocturnes et diurnes, alors que ces derniers ont une activité 

locomotrice de jour (Lambert et al., 2005; Tournier et al., 2007). De plus, la mutation du 

récepteur au TGFα n'inhibe pas le rythme d'activité locomotrice (Kramer et al., 2001).  

 

2. Contrôle des rythmes à la périphérie 

a) Oscillations des gènes horloge à la périphérie 

Les gènes horloge ne sont pas exprimés que dans les NSC, mais aussi dans d'autres 

structures centrales et périphériques telles les bulbes olfactifs, la rétine, le foie, les reins, les 

muscles, etc (Balsalobre, 2002; Reppert & Weaver, 2001). La boucle moléculaire observée est 

similaire à celle des NSC et régule l'expression rythmique de gènes importants dans le 

fonctionnement de ces organes. En effet, environ 10% des gènes ont une activité rythmique 

qui semble soumise à l'alternance jour/nuit (Akhtar et al., 2002; Panda et al., 2002a). 

Bien qu'une oscillation des gènes horloge soit détectable dans ces organes ex vivo, les 

oscillations ne sont pas constantes et s'amortissent rapidement jusqu'à devenir nulles, alors 

que pour les NSC, les oscillations persistent pendant plusieurs semaines (Akhtar et al., 2002; 

Balsalobre et al., 1998; Yamazaki et al., 2000). Néanmoins, dans des fibroblastes en culture, 

elles peuvent être réinduites par un changement de milieu de culture ou par application de 

sérum (Balsalobre et al., 1998). De plus, les oscillations s'amenuisent quand on considère les 

tissus dans leur ensemble, mais chaque cellule prise individuellement conserve des 

oscillations autoentretenues, même après une longue période de mise en culture (Nagoshi 

et al., 2004; Welsh et al., 2004), suggérant une désynchronisation des cellules entre elles 

(figure 5). Ces études montrent que les cellules en périphérie possèdent des propriétés 

d'oscillations soutenues et que, contrairement aux NSC, elles sont incapables de se 

synchroniser entre elles sans intervention extérieure. 
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Figure 5 : Les oscillations visibles dans les organes périphériques résultent de la 

synchronisation des oscillations individuelles des cellules par des facteurs externes. 

L’expression des gènes horloge dans des fibroblastes est ici suivie dans la culture entière et dans 

des cellules individuelles grâce à la luminescence émise par la luciférase couplée au promoteur de 

Per2. Au début de l’expérience (gauche) aucune expression rythmique n’est visible au niveau de la 

culture entière, alors que chaque cellule individuelle exprime un rythme avec une période qui lui 

est propre. Suite à la stimulation par du sérum ou des glucocorticoïdes (GC), un rythme est de 

nouveau visible dans la culture entière (droite). Lors des premiers cycles, chaque cellule exprime 

un rythme en phase avec les autres (ligne bleue), puis au cours des cycles suivants, les cellules se 

désynchronisent les unes des autres (ligne verte) et il en résulte une diminution générale de 

l’amplitude des oscillations au niveau de la culture entière. C’est donc la synchronisation des 

cellules entre-elles par des facteurs externes (et non l’induction du rythme dans les cellules 

individuelles) qui permet l’expression d’un rythme global dans la culture. (d’après Hastings, 2005) 

 

 

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

Les NSC sont absolument essentiels à la synchronisation des rythmes en périphérie, 

puisqu'une lésion des NSC abolit les rythmes des gènes horloge dans les organes 

périphériques (Akhtar et al., 2002; Yamazaki et al., 2000). De plus, la greffe de fibroblastes 

de souris mutantes pour per1 chez des souris sauvages montre qu'ils expriment les gènes 

Culture entière 

Cellules individuelles 

jours 

E
xp

re
ss

io
n 

de
s 

gè
ne

s 

 



I. De l'horloge au contrôle des rythmes circadiens et saisonniers 

 

 INTRODUCTION GENERALE  25 

horloge selon la même période que les fibroblastes sauvages, alors que celle-ci est plus courte 

en culture (Pando et al., 2002). Comment l'horloge exerce-t-elle ce contrôle ? 

L'application de sérum, mais également de glucocorticoïdes, resynchronise des 

fibroblastes en culture, notamment l'expression de Per1 (figure 5, Balsalobre et al., 2000). De 

plus, l'administration de dexaméthasone, un analogue des glucocorticoïdes, chez des souris, 

induit un décalage de phase de l'expression de per1 dans le foie, le cœur et les reins 

(Balsalobre et al., 2000). De même, une surrénalectomie induit une perte de rythmicité d'une 

centaine de gènes dans le foie (Oishi et al., 2005). Ainsi, les NSC, en contrôlant le rythme de 

sécrétion des glucocorticoïdes, pourraient contrôler et synchroniser certains rythmes à la 

périphérie. Cependant, tous les organes ne répondent pas de la même manière à cette 

influence des facteurs endocrines. En effet, alors qu'une parabiose entre une souris intacte et 

une souris ayant subi une lésion des NSC rétablit un rythme d'expression de Per1/2 et Bmal1 

dans le foie et les reins de la souris lésée, ce lien ne rétablit pas ces rythmes dans le cœur et 

les muscles, suggérant un autre mécanisme dans ces deux structures (Guo et al., 2005). Dans 

le cas des glandes surrénales, le contrôle du rythme de sécrétion des glucocorticoïdes par les 

NSC via le système nerveux autonome est crucial. Les NSC sont directement reliés aux 

glandes surrénales via une voie polysynaptique impliquant le système nerveux autonome et 

permettant un entraînement de la sécrétion des glucocorticoïdes par la lumière (Buijs et al., 

1999). De plus, une exposition des animaux à la lumière induit l'expression de Per1 

indépendamment de la libération d'ACTH par l'hypophyse, et une dénervation abolit cet effet 

(Ishida et al., 2005). La sensibilité des glandes surrénales à l'ACTH semble également 

dépendante de l'expression des gènes horloges, vu que des souris mutantes Per2/Cry1 

montrent des réponses fortement diminuées à l'ACTH par rapport aux souris sauvages (Oster 

et al., 2006). L'horloge centrale contrôle cette sensibilité par la synchronisation d'un 

oscillateur interne via le système nerveux autonome, aboutissant ainsi à une synthèse de 

glucocorticoïde possible seulement à certains moments de la journée.  

Les NSC régulent les rythmes à la périphérie par des sécrétions hormonales, mais 

également par le biais d'un contrôle direct du système nerveux autonome. Les organes 

périphériques sont plutôt sensibles à l'un ou à l'autre, mais un même organe peut également 

présenter une différence de sensibilité à l'un et à l'autre en fonction de l'activité considérée 

(Cailotto et al., 2005; Guo et al., 2005; Terazono et al., 2003). Ce contrôle permet de 

synchroniser les fonctions physiologiques et comportementales avec le cycle jour/nuit, mais 

également avec les saisons, par exemple par le contrôle de la synthèse de mélatonine. 



I. De l'horloge au contrôle des rythmes circadiens et saisonniers 

 

 INTRODUCTION GENERALE  26 

D. Horloge et mélatonine : vers un contrôle des ryt hmes saisonniers 

La mélatonine est une molécule amphiphile synthétisée uniquement durant la nuit, avec 

une durée proportionnelle à celle-ci, que les animaux soient diurnes ou nocturnes  (Goldman, 

1999; Goldman, 2001; Simonneaux & Ribelayga, 2003, pour revues). Le rythme de 

mélatonine plasmatique reflète exactement le rythme de synthèse car elle est directement 

sécrétée dans la circulation sanguine et sa demi-vie est courte (20 minutes chez le rat, 40 

minutes chez l'homme). Les variations photopériodiques du pic nocturne de mélatonine (long 

en photopériode courte et court en photopériode longue) en font un messager important pour 

le fonctionnement rythmique des organismes (Goldman, 1999; Reiter, 1993b, pour revues). 

Bien que sa production ait été décrite dans d'autres structures comme la rétine ou la glande de 

Harder, la glande pinéale est le site de synthèse le plus important, puisqu'une pinéalectomie 

abolit le rythme plasmatique de mélatonine (Lewy et al., 1980).  

 

1.  Contrôle de la synthèse de mélatonine par l'hor loge 

a) Lien entre la mélatonine, le cycle LD et l'horlo ge 

La synthèse de mélatonine par la glande pinéale est directement régulée par le cycle LD. 

En effet, le profil de sécrétion de mélatonine et l'activité de l'enzyme principale régulant sa 

synthèse (voir section II) changent en fonction de la durée de la nuit et sont inhibés lorsque 

les animaux sont soumis à une lumière constante (LL) ou à un créneau de lumière durant la 

nuit (Illnerová et al., 1979; Klein & Weller, 1970; Klein & Weller, 1972). La persistance du 

rythme de sécrétion de mélatonine en DD permettait déjà de supposer que les NSC étaient le 

lien entre le cycle LD et la mélatonine. La lésion des NSC n'abolit pas seulement le rythme 

d'activité locomotrice, mais également le rythme de sécrétion de la mélatonine et de ses 

enzymes de synthèse chez de nombreuses espèces de mammifères (Bittman et al., 1989; Klein 

& Moore, 1979; Lehman et al., 1984; Moore & Klein, 1974; Reppert et al., 1981; 

Tessonneaud et al., 1995). De plus, chez le hamster tau, le rythme endogène de mélatonine 

suit parfaitement la période endogène distribuée par l'horloge (Lucas et al., 1999). Mais les 

NSC ne seraient pas les seuls responsables de l'effet de la lumière sur la synthèse de 

mélatonine. Une exposition à la lumière pendant la nuit possède deux composantes : une 

dépendante de l'horloge et une indépendante passant probablement par les FIG (Simonneaux 

& Ribelayga, 2003). Cependant le contrôle par les NSC reste le plus important en termes 

d'initiation et d'arrêt de la synthèse de mélatonine (voir section II). 
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b) La voie hypothalamo-pinéale 

La glande pinéale est contrôlée par les NSC via une voie polysynaptique passant par les 

NPV, les colonnes intermédiolatérales de la moelle épinière et les ganglions cervicaux 

supérieurs (GCS) (Larsen et al., 1998; Teclemariam-Mesbah et al., 1999). Elle constitue la 

voie rétino-hypothalamo-pinéale (figure 6).  

Les NPV sont un relais très important, car une lésion de ceux-ci abolit le rythme de 

mélatonine (Bittman et al., 1989; Lehman et al., 1984; Perreau-Lenz et al., 2003). Il est 

intéressant de constater que les rythmes de mélatonine et de libération d'AVP par les NSC 

sont en antiphase, ce qui avait laissé supposer un rôle inhibiteur de l'AVP sur la synthèse de 

mélatonine de jour. Cependant, une microinjection d'AVP dans les NPV de nuit n'a aucun 

effet inhibiteur (Kalsbeek et al., 2000; Kalsbeek et al., 1993). En revanche, l'infusion d'un 

antagoniste du GABA dans les NPV stimule la synthèse de mélatonine de jour et l'inhibe de 

nuit (Kalsbeek et al., 1999; Kalsbeek et al., 1996a; Kalsbeek et al., 2000).  

 
 
 
 

 
 

Figure 6 : Schéma de la voie de transmission du signal lumineux vers la glande pinéale 

représenté sur une coupe sagittale de cerveau de rat. GCS : ganglions cervicaux supérieurs ; 

GP : glande pinéale ; IML : colonne intermédio-latérale de la moelle épinière ; NPV : noyaux para-

ventriculaires de l'hypothalamus ; NSC: noyaux supra-chiasmatiques de l'hypothalamus. La barre 

blanche et noire représente l'alternance jour/nuit de la lumière. 
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La lésion des NSC abolit le rythme de sécrétion de mélatonine, mais augmente les 

niveaux de base pendant le jour, qui correspondent dans ce cas à environ 30% des valeurs 

nocturnes observées chez des animaux intacts (Perreau-Lenz et al., 2003). Ceci confirme le 

rôle inhibiteur des NSC durant le jour et constamment stimulateur des NPV. Cependant, les 

valeurs nocturnes chez ces animaux sont identiques à celles de jour, montrant donc que les 

NSC n'ont pas qu'une action inhibitrice durant le jour, mais également une action stimulatrice 

nocturne. Celle-ci dépend essentiellement du glutamate, car l'application d'un antagoniste des 

récepteurs NMDA dans les NPV durant la nuit subjective entraîne une diminution de la 

synthèse de mélatonine (Perreau-Lenz et al., 2004). Ainsi les NSC assurent un contrôle très 

strict sur la glande pinéale via une inhibition diurne et une stimulation nocturne des NPV. 

Les NPV projettent des fibres contenant de l'ocytocine et de l'AVP en direction des trois 

segments supérieurs de la moelle épinière pour rejoindre les colonnes intermédiolatérales 

(Larsen, 1999; Larsen et al., 1998; Teclemariam-Mesbah et al., 1997). Ces dernières, 

éléments préganglionnaires, innervent les GCS dans leur partie rostrale (Reuss et al., 1989; 

Strack et al., 1988) via des fibres majoritairement cholinergiques (Kasa et al., 1991). Le 

dernier relais que sont les GCS constitue un élément activateur sympathique dont 1% des 

neurones environ innervent la glande pinéale (Larsen, 1999). Les fibres sympathiques forment 

un réseau dense pénétrant dans la glande pinéale via le nerf conarien. Elles contiennent 

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

 

2. Sites d'action de la mélatonine 

Le message hormonal délivré par la mélatonine est acheminé vers les structures centrales 

et périphériques via sa libération dans le système sanguin, mais également directement dans le 

liquide céphalo-rachidien (Malpaux et al., 2001; Tricoire et al., 2002; Tricoire et al., 2003). 

Chez toutes les espèces de mammifères, plus de 100 structures cérébrales et 30 structures 

périphériques possèdent des sites de liaison à la mélatonine (Masson-Pévet et al., 1994; 

Morgan et al., 1994; Vanecek, 1998, pour revues). En ce qui concerne les structures centrales, 

ils sont présents dans les HDM et HVM, l'aire préoptique médiane, les PVT, la rétine, les 

NSC et la PT. Cependant, il existe une grande variabilité dans la localisation et le nombre de 

structures marquées, ainsi que dans l'intensité du marquage des différentes structures chez une 

même espèce et d'une même structure entre espèces. Parmi toutes les structures marquées, 

seules les NSC et la PT sont communes à toutes les espèces, avec un marquage plus important 

dans la PT (Masson-Pévet et al., 1994; Morgan et al., 1994, pour revues). 
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Les sites de liaison à la mélatonine sont classés en deux familles selon leurs propriétés 

pharmacologiques : les sites de liaison à haute affinité (Kd<200pM) et à faible affinité (Kd 

environ 10nM). Trois sites de liaison à haute affinité ont été définis comme des récepteurs : 

MT1, MT2 et Mel1c, ce dernier n'étant exprimé que chez les vertébrés non-mammaliens 

(Reppert et al., 1996; von Gall et al., 2002b, pour revues). MT1 (Reppert et al., 1994) et MT2 

(Reppert et al., 1995) sont des récepteurs couplés à une protéine G inhibitrice de l'Adénylate 

Cyclase. Cependant, d'autres signalisations ont été décrites, impliquant le GMPc (pour les 

MT2), le diacylglycérol (DAG), l'inositol triphosphate (IP3) et le calcium intracellulaire 

(Ca2+i) (New et al., 2003; Vanecek, 1998; von Gall et al., 2002b). Les récepteurs MT1 sont 

majoritairement exprimés dans les NSC, la PT et le cerveau, alors que les MT2 apparaissent 

plus spécifiques de la rétine (Reppert et al., 1995; Reppert et al., 1994). Chez l'homme, seul le 

MT1 s'exprime dans les NSC (Weaver & Reppert, 1996), alors que chez le rat, le récepteur 

MT2 s'exprime également (Wan et al., 1999). De plus, chez les hamsters syrien et sibérien, le 

récepteur MT2 n'est pas exprimé (Weaver et al., 1996).  

Les sites de liaison à faible affinité, MT3, correspondent à une enzyme cytosolique, la 

Quinone Réductase 2, impliquée dans des mécanismes d'oxydo-réduction, expliquant les 

propriétés anti-oxydantes de la mélatonine (Nosjean et al., 2000; Tan et al., 2007). 

 

3. Effets de la mélatonine sur la physiologie saiso nnière 

La plupart des animaux à reproduction saisonnière utilisent les variations annuelles de la 

photopériode pour se repérer dans l'année et ainsi anticiper les variations environnementales 

grâce au système de mesure du temps qu'est le rythme de sécrétion de mélatonine contrôlé par 

l'horloge des NSC (Malpaux et al., 2001; Malpaux et al., 1999; Pévet, 1988; Pévet, 2003, 

pour revues). En fonction de la période de reproduction, les animaux sont classés en deux 

catégories : les animaux de jour long qui se reproduisent au printemps/été et ont une durée de 

gestation courte (exemple du hamster syrien) et les animaux de jours courts qui se 

reproduisent en automne/hiver (exemple du mouton). Dans chaque cas, il existe une 

photopériode critique en dessous ou au dessus de laquelle les animaux sont sexuellement 

inactifs ou actifs. Chez le hamster syrien, par exemple, cette photopériode critique est de 

12h30 de lumière par jour. En dessous de cette valeur, l'organisme interprète le signal 

lumineux comme une photopériode courte et il en résulte une inhibition de la reproduction se 

manifestant par une diminution de la biosynthèse des hormones gonadiques, et une atrophie 

des gonades (figure 7, Gaston & Menaker, 1967; Pévet, 1988).  
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Figure 7 : La photopériode régule l’activité sexuelle chez le hamster syrien via la mélatonine. 

L’activité sexuelle des animaux est suivie en mesurant le poids des testicules chez les mâles. 

Lorsque les animaux sont en photopériode longue, ils sont sexuellement actifs. 8 à 10 semaines 

après leur transfert en photopériode courte, ils deviennent sexuellement inactifs (les gonades 

régressent). La pinéalectomie empêche cette régression en photopériode courte, impliquant 

directement la mélatonine dans ce mécanisme. PC : photopériode courte ; PL : photopériode 

longue. (d’après Revel, 2007) 

 

 

 

a) Mélatonine et reproduction 

La mélatonine est directement impliquée dans le contrôle de l'axe reproducteur, 

puisqu'une pinéalectomie inhibe l'atrophie des gonades en photopériode courte chez des 

hamsters syriens (figure 7, Pévet, 1988). La durée du pic nocturne de mélatonine étant 

corrélée à la durée de la nuit chez toutes les espèces étudiées (Simonneaux & Ribelayga, 2003 

pour revue), la durée de ce signal semble donc être le paramètre le plus important pour le 

codage de l'information photopériodique (figure 8). Des injections ou infusions de mélatonine 

exogène d'une durée équivalente à un signal de type photopériode courte à des hamsters 

syriens pinéalectomisés et placés en photopériode longue miment l'effet de la photopériode 

courte sur l'axe reproducteur, alors que celles dont la durée correspond à un signal de type 

photopériode longue n'ont aucun effet (Bartness et al., 1993 pour revue). De même, des 

injections en fin de jour chez des animaux en photopériode longue non pinéalectomisés, donc 

prolongeant la durée de présence de la mélatonine endogène, permettent l'apparition d'une 

physiologie de type photopériode courte (Reiter, 1987; Tamarkin et al., 1977; Tamarkin et al., 
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1976). Cependant, des injections réalisées en début de jour n'ont pas d'effet, ce qui amène une 

autre hypothèse : l'existence d'une fenêtre de sensibilité à la mélatonine, ou hypothèse de 

coïncidence (figure 8). Chez des hamsters syriens pinéalectomisés en photopériode longue ou 

courte, l'administration de deux pics consécutifs de mélatonine exogène de 2h30 et séparés de 

3h (correspondant à un signal de type photopériode courte) permet l'apparition d'une 

physiologie de type photopériode courte. Cependant, ce n'est pas le cas lorsque les deux pics 

sont séparés de 5h30, montrant bien que la présence de mélatonine à un certain moment du 

cycle LD est importante dans la mise en place de la réponse (Pitrosky et al., 1995; Pitrosky & 

Pévet, 1997). De plus, cette réponse est possible lorsque les deux pics sont administrés de jour 

avec le même écart, alors que l'administration du deuxième pic seulement durant la période de 

sensibilité nocturne supposée n'a aucun effet. Ceci suggère donc que c'est le début du pic de 

mélatonine qui dirige cette période de sensibilité. Au-delà de ces deux hypothèses, une 

troisième peut également être prise en compte, quoique non prouvée expérimentalement : 

l'amplitude du pic de mélatonine. En effet, chez de nombreuses espèces, le pic de mélatonine 

présente une amplitude plus importante en photopériode courte qu'en photopériode longue 

(voir figure 8, Simonneaux & Ribelayga, 2003 pour revue).  

 

 
Figure 8 : Représentation schématique des différentes hypothèses du mode d’action de la 

mélatonine sur le contrôle des fonctions saisonnières. d: durée ; a: amplitude ; les barres noires 

et blanches représentent respectivement la nuit et le jour. (d'après Simonneaux & Ribelayga, 2003) 
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Bien que les effets de la mélatonine sur la physiologie saisonnière soient aujourd'hui 

clairement établis chez de nombreuses espèces (Malpaux et al., 2001; Pévet, 1988; Pévet, 

2003 pour revues), les cibles de cette hormone ne sont pas encore clairement identifiées. Elle 

agirait préférentiellement sur différentes cibles hypothalamiques  en fonction de l'espèce : les 

NSC chez le hamster sibérien et l'hypothalamus médiobasal chez le hamster syrien et le 

mouton (Bartness et al., 1993; Malpaux et al., 2001; Malpaux et al., 1999). 

Les mécanismes d'action de cette hormone restent également encore incompris, même s'il 

est clairement établi que la mélatonine agit sur la sécrétion de GnRH (Malpaux et al., 2001). 

Très récemment, un lien entre la mélatonine et la GnRH a été montré via la régulation du gène 

KISS-1 codant pour les kisspeptines, des peptides stimulateurs de l'axe gonadotrope et 

exprimés différemment selon la photopériode (Revel et al., 2007 pour revue). L'expression de 

KISS-1 est diminuée en photopériode courte, et une pinéalectomie prévient cette diminution, 

confirmant donc l'effet inhibiteur de la mélatonine sur l'expression de ce gène (Revel et al., 

2006a). De plus, l'administration de kisspeptine à des hamsters syriens en photopériode courte 

permet de réinduire la croissance testiculaire. La mélatonine régule également l'expression 

d'autres gènes au sein de l'hypothalamus médiobasal comme par exemple Dio2, codant une 

enzyme permettant la conversion de la prohormone T4 en sa forme active T3 et impliquée 

dans le contrôle de la reproduction (Revel et al., 2006b; Watanabe et al., 2004), ou encore les 

gènes de la famille des RF-Amides également régulés par la photopériode (Revel et al., 2008). 

La mélatonine pourrait donc agir via des cibles multiples dont le but est le contrôle direct ou 

indirect de la fonction de reproduction, toutes ces cibles agissant de façon isolée ou en 

synergie. 

 

b) Mélatonine et prolactine 

La prolactine est une hormone synthétisée par la pars distalis de l'hypophyse et impliquée 

dans les variations photopériodiques de la couleur du pelage et de la lactation. Elle présente 

un profil de sécrétion photopériodique avec un maximum en photopériode longue, que les 

animaux soient de jours courts ou de jours longs (Lincoln et al., 2003a; Lincoln et al., 2003b). 

Cependant, la pars distalis ne possède pas de récepteurs à la mélatonine et ne serait donc pas 

une cible directe de cette hormone. En revanche, la PT, située à proximité, en possède de 

nombreux et pourrait être le site d'action de la mélatonine. En effet, des expériences de co-

cultures montrent que les cellules de la PT ne sécrètent pas de prolactine, mais stimulent sa 

libération par les cellules de la pars distalis (Hazlerigg et al., 1996; Morgan et al., 1996).  
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La mélatonine agit sur la PT via le contrôle des gènes horloge, notamment per1, cry1 et 

rev-erbα (Dardente, 2007 pour revue). L'expression de ces gènes est rythmique dans la PT, 

avec un pic de per1 en début de jour et un pic de cry1 en début de nuit. Elle varie avec la 

photopériode, les effets étant différents selon les espèces : le pic de per1 reste toujours centré 

sur le début du jour, avec des niveaux plus faibles en photopériode courte chez le hamster 

syrien et le mouton (Lincoln et al., 2002; Messager et al., 1999), alors qu'il devient 

arythmique chez le hamster sibérien (Johnston et al., 2005; Messager et al., 2000). Le rythme 

d'expression de per1 chez des souris mutantes pour les récepteurs Mt1 est aboli (Stehle et al., 

2002; von Gall et al., 2002a). De plus, une injection de mélatonine en fin de nuit chez le 

hamster syrien inhibe le pic de per1 en début de jour (Messager et al., 1999), suggérant un 

effet inhibiteur de la mélatonine sur l'expression de per1. A l'inverse, l'expression de cry1 

chez le rat est induite en début de nuit par une injection de mélatonine (Dardente et al., 2003). 

L'hypothèse la plus courante sur le contrôle de la sécrétion saisonnière de prolactine est 

que la mélatonine, via son profil rythmique photopériodique, permet de centrer l'expression de 

per1 et cry1 respectivement sur le début de jour et de nuit. Ce sont ensuite les différences de 

phase entre l'expression de ces deux gènes en fonction de la photopériode qui permettraient le 

contrôle saisonnier de la synthèse et de la libération de prolactine par la pars distalis 

(Dardente, 2007 pour revue). Cependant, le lien existant réellement entre l'expression des 

gènes horloge dans la PT et la libération de prolactine reste encore à établir. 

 

4. Effet de la mélatonine sur l'horloge circadienne  

En plus de ces effets dans la régulation des rythmes saisonniers, la mélatonine joue 

également un rôle dans l'entraînement de l'horloge circadienne (Pévet, 2003). En effet, une 

infusion journalière de mélatonine exogène, à des doses pharmacologiques, entraîne le rythme 

d'activité locomotrice à 24 heures chez le rat et le hamster lorsque les animaux sont placés en 

DD (Pitrosky et al., 1999; Schuhler et al., 2002; Slotten et al., 1999). Cet effet n'est visible 

que lorsque l'administration de mélatonine coïncide avec le début de l'activité locomotrice 

endogène (CT12). Des effets similaires ont été obtenus in vitro : la mélatonine cause une 

avance de phase de l'activité électrique des NSC et inhibe la fréquence de décharge ainsi que 

l'excitabilité des neurones des NSC, avec un effet plus important à la transition jour 

subjectif/nuit subjective (von Gall et al., 2002b). Cependant, cet effet sur la synchronisation 

de l'horloge a lieu à un moment où la mélatonine endogène n'est pas présente et n'est possible 

qu'avec des doses pharmacologiques. De plus, une pinéalectomie, supprimant le rythme de 
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mélatonine endogène, n'a pas d'effet sur le rythme d'activité locomotrice (Cheung & 

McCormack, 1982). Néanmoins, des souris ne produisant pas de mélatonine (souche C3H) 

montrent une amplitude des réponses à un créneau lumineux plus importante que des souris 

en produisant (von Gall et al., 1998), et une pinéalectomie induit une diminution de la 

fréquence de décharge des neurones des NSC (Rusak & Yu, 1993), supposant tout de même 

un rôle pour la mélatonine endogène. 

L'action de la mélatonine sur la synchronisation des NSC passe essentiellement par les 

récepteurs MT2, alors que les MT1 seraient responsables de l'inhibition de l'activité électrique 

(Jin et al., 2003; Liu et al., 1997a). Cependant, chez le hamster sibérien qui ne possède pas de 

récepteur MT2, les décalages de phase induits par la mélatonine sont toujours visibles 

(Weaver et al., 1996), suggérant certainement une redondance des deux récepteurs chez 

certaines espèces. D'un point de vue moléculaire, l'application de mélatonine sur les NSC 

n'affecte que l'expression rythmique de Rev-erbα avec une avance de phase immédiatement 

suite à l'application de mélatonine à la transition jour subjectif/nuit subjective (Agez et al., 

2007), l'expression des autres gènes horloge montrant un décalage de phase la deuxième nuit 

suivant l'application (Poirel et al., 2003).   

 

 

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

temporelle à l'organisme 

L'adaptation des organismes aux changements annuels des conditions environnementales, 

notamment la durée du jour et de la nuit, est assurée par un système de lecture du temps 

permettant l'anticipation de ces variations. Parmi toutes les structures intervenant dans cette 

adaptation, l'horloge et la glande pinéale constituent un couple important dans la distribution 

de l’information journalière et saisonnière à l'organisme. L'information photopériodique codée 

et transmise par l'horloge est traduite dans la glande pinéale en une sécrétion rythmique 

nocturne de mélatonine, dont la durée varie proportionnellement à la durée de la nuit. Grâce à 

cette dynamique de synthèse et de libération, la mélatonine assure un rôle de messager 

endocrine nécessaire à l'adaptation de certaines fonctions physiologiques à la photopériode 

ambiante (par exemple la reproduction). 

Afin de comprendre comment la synthèse de mélatonine est restreinte à la période 

nocturne du nycthémère, il apparaît important de comprendre les mécanismes cellulaires et 

moléculaires régulant cette synthèse dans la glande pinéale. 
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II. Régulation de la synthèse de mélatonine dans la  glande pinéale 

des mammifères 

 

La majorité des recherches sur l'anatomie, l'histologie, l'embryologie et l'innervation de la 

glande pinéale ont débuté à la fin du XIXe siècle. C'est ainsi que sa ressembance avec l'organe 

épiphysaire fut évoquée, ainsi que son origine phylogénétique : elle dérive de l'organe 

photorécepteur. C'est suite à la découverte du lien existant entre le cycle LD et la synthèse de 

mélatonine, et surtout de son rôle physiologique, que les chercheurs se sont intéressés à la 

caractérisation des mécanismes régulant cette synthèse, du contrôle par l'horloge aux 

évènements moléculaires internes à la glande pinéale. Aujourd'hui, il reste encore de 

nombreux aspects à éclaircir concernant ces mécanismes, notamment en termes de différences 

inter-spécifiques dans le profil du rythme (amplitude, durée, etc).  

L'objectif de cette partie est d'expliquer le fonctionnement cellulaire régulant la synthèse 

de mélatonine chez les mammifères, de l'innervation de la glande pinéale à la genèse du 

rythme de mélatonine, en passant par les voies de signalisations impliquées. Pour cela, les 

données présentées se focaliseront sur les études réalisées chez le rat, le modèle le plus 

couramment utilisé. 

 

 

A. La glande pinéale, une structure neuroendocrine sous influence 

1. Morphologie et types cellulaires 

La glande pinéale est une structure neuroendocrine provenant d’une évagination du toit 

du diencéphale. Chez les mammifères, elle forme une structure impaire et compacte, de forme 

pyramidale, située entre les commissures habénulaire et postérieure, à l'exception des 

rongeurs où elle migre en position dorsale. Chez ceux-ci la glande pinéale est divisée en trois 

parties : la glande pinéale superficielle située entre les hémisphères cérébraux et le cervelet, la 

glande pinéale profonde qui constitue le point d'attache de la glande à proximité du 3ème 

ventricule, et la tige épiphysaire faisant le lien entre les deux parties (Møller & Baeres, 2002). 

Cette glande possède une vascularisation riche qui permet une diffusion rapide des produits de 

sécrétion. Les vaisseaux sanguins sont entourés d'un espace périvasculaire s'invaginant dans le 

parenchyme, permettant d'augmenter la surface de diffusion. Cet espace semble avoir un rôle 
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fonctionnel important, puisque la majorité des terminaisons nerveuses et des prolongements 

des pinéalocytes terminent à ce niveau (Karasek & Reiter, 1992). Il est également possible 

que les produits de sécrétion, dont la mélatonine, soient directement libérés dans le 3ème 

ventricule. En effet, chez le mouton, les concentrations en mélatonine sont très importantes 

dans celui-ci, avec des niveaux plus élevés de nuit (Malpaux et al., 2001; Tricoire et al., 2002; 

Tricoire et al., 2003), et chez les rongeurs, la glande pinéale profonde possède des 

pinéalocytes fonctionnels exprimant toute la machinerie nécessaire à la synthèse de 

mélatonine (Garidou et al., 2001; Ribelayga et al., 1998a). 

La glande pinéale est constituée majoritairement de pinéalocytes (90%), des cellules 

dérivant des photorécepteurs. Chez les poissons, les amphibiens et les reptiles ces cellules 

sont très semblables aux cônes de la rétine et convertissent l'information lumineuse en influx 

neveux (Falcόn, 1999 pour revue). Cependant, chez les mammifères, ils ont perdu cette 

capacité et se sont spécialisés en cellules neuroendocrines. La glande pinéale contient 

également des cellules gliales (environ 10%, mais la proportion varie en fonction des espèces), 

majoritairement des astrocytes, quelques rares neurones dont la fonction reste encore 

inconnue (Karasek & Reiter, 1992), et quelques cellules phagocytaires (Møller et al., 2006). 

 

2. Afférences nerveuses  

L'innervation majeure de la glande pinéale est constituée par la voie hypothalamo-pinéale 

(voir section I.D.). Bien que cette voie soit la principale contrôlant la synthèse rythmique de 

mélatonine, d'autres afférences centrales et périphériques semblent intervenir. La destruction 

des fibres sympathiques provenant des GCS par une ganglionectomie ne détruit pas toutes les 

fibres nerveuses innervant la glande pinéale, puisque des fibres NAergiques et NPYergiques 

innervant la partie profonde de la glande pinéale persistent (Moller et al., 1998; Zhang et al., 

1991), impliquant donc l'existence de fibres extra-sympathiques. Ces afférences sont toutefois 

moins denses que l'innervation provenant des GCS. Il existe ainsi diverses connections 

neuropeptidergiques entre la glande pinéale et certaines structures centrales : AVP et 

ocytocine en provenance des NPV (Buijs & Pévet, 1980; Larsen et al., 1991), NPY en 

provenance des FIG (Mikkelsen & Møller, 1990; Møller et al., 1990), substance P en 

provenance des noyaux habénulaires (Ronnekleiv & Kelly, 1984). Il existe d'autres fibres en 

provenance des NR dorsal (5-HT ; Leander et al., 1998), de l'hypothalamus latéral 

(hypocrétine ; Fink-Jensen & Møller, 1990; Mikkelsen et al., 2001) et de l'hypothalamus 

postérieur (histamine ; Mikkelsen et al., 1992).  



II. Régulation de la synthèse de mélatonine dans la  glande pinéale des 
mammifères 
 

 INTRODUCTION GENERALE  37 

La glande pinéale est également innervée par des fibres parasympathiques en provenance 

des ganglions pterygopalatins (sphénopalatins chez les rongeurs) et otiques (Larsen et al., 

1998; Larsen et al., 1991; Møller & Liu, 1999; Shiotani et al., 1986), contenant du VIP et de 

l'Ach (Shiotani et al., 1986). Il existe également une innervation provenant du ganglion 

trigéminal et contenant essentiellement de la substance P, du CGRP et du PACAP (Møller & 

Liu, 1999; Reuss, 1999; Shiotani et al., 1986). 

La glande pinéale reçoit des afférences diverses, toutes pouvant potentiellement moduler 

la synthèse de mélatonine (Simonneaux & Ribelayga, 2003, pour revue). 

 

3. Influences endocrines 

La glande pinéale, située à l'extérieur de la barrière hémato-encéphalique, peut également 

être la cible de nombreuses hormones (Møller & Baeres, 2002). Des sites de liaison nucléaires 

à l'oestradiol, la testostérone et la progestérone ont été décrits chez le rat (Cardinali et al., 

1983; Vacas et al., 1979). D'une manière générale, la testostérone stimule (Hernandez et al., 

1990) et les oestrogènes inhibent la synthèse de mélatonine en agissant sur l'activité de ses 

enzymes de synthèse (Hayashi & Okatani, 1999; Hernández-Díaz et al., 2001). Leur action se 

ferait également par une modification de la libération de NA ou une modification de la densité 

des récepteurs adrénergiques (Alonso et al., 1995; Hernandez et al., 1990; Yie & Brown, 

1995). Cependant, l'effets des stéroïdes sexuels sur la synthèse de mélatonine en conditions 

physiologiques, par exemple au cours du cycle oestrien chez la ratte, restent controversées 

(Johnson et al., 1982; Ozaki et al., 1978; Rollag et al., 1979; Skorupa et al., 2003). 

Les glucocorticoïdes pourraient également moduler la synthèse de mélatonine. Chez le rat, 

le poulet et la truite, ils inhibent l'activité de l'AA-NAT et la synthèse de mélatonine induite 

par la NA in vivo et in vitro (Benyassi et al., 2001; Zawilska & Sadowska, 2002; Zhao & 

Touitou, 1993). Cependant, l'activité de l'AA-NAT et la synthèse de mélatonine dans la 

glande pinéale de rat sont potentialisées dans des glandes en culture préalablement pré-

incubées 48h avec de la corticostérone (Ferreira et al., 2005). Les effets des glucocorticoïdes 

ne sont pas encore très clairs, mais ils pourraient moduler le métabolisme de la glande pinéale 

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

 

4. Influences autocrines/paracrines 

La glande pinéale est également sous l'influence de facteurs autocrines. En premier lieu, 

la mélatonine exogène peut modifier certains paramètre physiques et biochimiques internes à 
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la glande comme l'activité de ses enzymes de synthèse (Freire & Cardinali, 1975), la 

libération de la NA (Chuluyan et al., 1991) ou encore la libération de 5-HT (Míguez et al., 

1995). La 5-HT est un précurseur de la mélatonine stocké dans des vésicules cytoplasmiques 

(Hayashi et al., 1999), avec une concentration plus importante de jour que de nuit. Elle est 

sécrétée par les pinéalocytes avec un maximum en début de nuit (Miguez et al., 1997; Sun 

et al., 2002). Elle ne stimule pas directement, mais potentialise la sécrétion de mélatonine 

induite par la NA (Miguez et al., 1997; Sugden, 1990a). Elle permettrait d'augmenter la 

synthèse de mélatonine en début de nuit lorsque la libération de NA est encore modérée. 

La glande pinéale synthétise et libère également du glutamate et du GABA. Le glutamate 

est présent en grandes concentrations dans les pinéalocytes et les cellules gliales et est libéré 

suite à une dépolarisation de la membrane plasmique induite par l'action de l'acétylcholine sur 

les récepteurs nicotiniques (Letz et al., 1997; Yamada et al., 1998a). Il inhibe l'accumulation 

d'AMPc induite par la NA et par conséquent la synthèse de mélatonine (Yamada et al., 1996; 

Yamada et al., 1998b). De plus, le glutamate peut réguler la libération présynaptique de NA 

(Wang et al., 1992). Le GABA est également synthétisé et libéré dans la glande pinéale où il 

inhibe la synthèse de mélatonine via les récepteurs GABAA et la libération de NA via les 

récepteurs GABAB (Rosenstein et al., 1990; Rosenstein et al., 1989).  

 

 

B. La voie de biosynthèse 

La première étape de la biosynthèse de la mélatonine est la capture du Tryptophane par 

les pinéalocytes à partir de la circulation sanguine. Le Tryptophane est le précurseur de cinq 

voies métaboliques aboutissant à la synthèse de 5-methoxyindoles (figure 9), dont le plus 

important physiologiquement est la mélatonine. Cette biosynthèse fait intervenir différentes 

étapes : une hydroxylation du Tryptophane en 5-hydroxytryptophane par la Tryptophane 

Hydroxylase (TpOH, EC 1.14.16.4), suivie d'une décarboxylation du 5-hydroxytryptophane 

en 5-hydroxytryptamine ou sérotonine (5-HT) par une Décarboxylase des Acides Aminés 

Aromatiques (DAAA, EC A.1.1.28), puis une acétylation de la 5-HT en N-acétyl-sérotonine 

par l'Arylalkylamine-N-acétyltransférase (AA-NAT, EC 2.3.1.37), et enfin une O-méthylation 

de la N-acétyl-sérotonine en N-acétyl-5-methoxytryptamine ou mélatonine par 

l'Hydroxyindole-O-méthyltransférase (HIOMT, EC 2.1.1.4) (Klein et al., 1981a, pour revue). 

Chacune de ces enzymes possède des propriétés biochimiques et une régulation propre les 

rendant plus ou moins importantes dans le rythme de synthèse de la mélatonine. 
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1. Du Tryptophane à la 5-HT : TpOH et DAAA 

L'activité de la TpOH dans la glande pinéale est très élevée et fait de celle-ci la deuxième 

structure cérébrale contenant le plus de 5-HT (Lovenberg et al., 1967). Cette enzyme 

mitochondriale catalyse la formation de 5-hydroxytryptophane (5-HTP) à partir de 

Tryptophane (Trp) et de tétrahydrobioptérine (Deguchi & Barchas, 1972). 

Les ARNm de la TpOH sont exprimés avec un fort niveau de base durant le jour chez le 

rat, et ils augmentent d'environ 20% durant la nuit (Besançon et al., 1996). La protéine TpOH 

a une taille d'environ 51 kiloDalton (kD) et une demi-vie de 75 minutes (Sitaram & Lees, 

1978). Dans la glande pinéale de rat, l'activité de la TpOH est élevée durant le jour et est 

encore doublée durant la nuit (figure 9, Ehret et al., 1991). Ce rythme dépend l'horloge 

endogène car il persiste en DD et disparaît en LL, condition où la libération endogène de NA 

est inhibée. La NA augmente l'activité de la TpOH via la phosphorylation de la protéine par la 

PKA (Ehret et al., 1991). Cependant, d'autres sites de phophorylation par la Ca/CaMK de type 

II pourraient réguler l'activité de la TpOH en promouvant sa fixation à la protéine chaperonne 

14-3-3 (Ehret et al., 1989; Furukawa et al., 1993; Yamauchi & Fujisawa, 1979), bien que cela 

n'ai pas encore été démontré dans la glande pinéale.  

Le 5-hydroxytryptophane synthétisé par la TpOH est décarboxylé en 5-HT par la DAAA, 

une enzyme cytosolique ubiquitaire dont l'activité, indépendante de la stimulation 

noradrénergique, ne présente pas de variations journalières (Chan & Ebadi, 1981). Cependant, 

son activité est augmentée en LL ou après une ganglionectomie (Snyder et al., 1964; Snyder 

et al., 1965), suggérant une régulation à long terme de l'enzyme. 

 

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

L'AA-NAT catalyse la formation de N-acétyl-sérotonine (NAS) à partir de 5-HT et 

d'acétyl coenzyme A (AcCoA; Klein et al., 1981a, pour revue). Elle est exprimée à des 

niveaux élevés dans la glande pinéale et les photorécepteurs de la rétine, et à des niveaux très 

faibles dans d'autres structures cérébrales (PT, hippocampe, cervelet, NSC) et périphérique 

(testicules, glande de Harder, intestins) (Borjigin et al., 1995; Coon et al., 1996; Djeridane 

et al., 2000; Fleming et al., 1999; Hamada et al., 1999; Klein et al., 1997; Uz et al., 2002). 

Cette enzyme est très proche de l'Arylamine N-acétyltransférase catalysant également 

l'acétylation des amines aromatiques. Cependant, bien que les deux enzymes soient exprimées 

dans la glande pinéale, seule l'AA-NAT intervient dans la synthèse de mélatonine du fait de la 

très grande affinité de la 5-HT pour cette dernière (Voisin et al., 1984). 
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Figure 9 : Voie métabolique de biosynthèse des indole-amines dans la glande pinéale. (A) La 

voie métabolique de biosynthèse de la mélatonine est la plus importante (flèches en gras) et fait 

intervenir 4 enzymes: la TpOH, la DAAA, l’AA-NAT et l’HIOMT. L’HIOMT est 

particulièrement importante dans la formation de tous les méthoxy-indoles. (B) Représentation 

schématique des variations nocturnes de l’activité de la TpOH, l’AA-NAT, l’HIOMT ainsi que de 

la synthèse de mélatonine dans la glande pinéale de rat. Tandis que l’activité de la TpOH et de 

l’HIOMT ne varie presque pas, l’AA-NAT subit de fortes modifications de son activité 

exactement en phase avec le rythme de mélatonine. Ce profil particulier fait de l’AA-NAT 

l’enzyme limitante de la synthèse de mélatonine. (d’après Simonneaux & Ribelayga, 2003) 

 
 
 

Le gène Aa-nat présente une très grande homologie de séquence entre les différentes 

espèces chez lesquelles il a été cloné (Klein et al., 1997, pour revue). Trois gènes sont 

présents chez les poissons : l'Aa-nat1a et 1b majoritairement exprimés dans la rétine, et l'Aa-

nat2 majoritairement exprimé dans la pinéale (Appelbaum et al., 2004; Benyassi et al., 2000; 

Coon & Klein, 2006; Falcόn et al., 2003; Vuilleumier et al., 2007). En revanche, chez les 

mammifères et les oiseaux, un seul gène est présent, composé de 3 introns et de 4 exons, et 

codant un ARNm dont la taille varie entre 1 et 1,7 kb. Chez les mammifères, la régulation de 

A. B. 

AA-NAT 

HIOMT 

TPOH 

mélatonine 
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l'expression de l'Aa-nat dépend de l'espèce. Chez tous les rongeurs étudiés, les niveaux 

d'ARNm sont indétectables de jour et augmentent très largement de nuit (100 à 150 fois), 

alors que chez les ongulés et les primates, les niveaux sont déjà élevés de jour et n'augmentent 

pas ou très peu de nuit (Klein et al., 1997; Simonneaux & Ribelayga, 2003, pour revues). Ces 

variations dépendent de l'horloge des NSC car elles persistent en DD et sont abolies en LL.  

La protéine AA-NAT est très instable (demi-vie entre 3 et 5 minutes). Son activité est très 

faible de jour et augmente durant la nuit d'environ 10 fois chez le mouton et l'homme, et de 50 

à 70 fois chez les rongeurs (Klein et al., 1997; Simonneaux & Ribelayga, 2003, pour revues). 

Les mécanismes permettant cette augmentation diffèrent selon l'espèce considérée, mais elle 

est dans tous les cas directement contrôlée par l'horloge via la voie hypothalamo-pinéale car le 

rythme persiste en DD et est aboli en LL ou suite à une lésion des NSC (Klein & Moore, 1979; 

Moore & Klein, 1974). Chez toutes les espèces étudiées, le rythme endogène de synthèse de 

la mélatonine suit parfaitement le rythme d'activité de l'AA-NAT (figure 9), faisant de cette 

dernière l'enzyme limitante dans l'initiation et l'arrêt de la synthèse de mélatonine. De ce 

fait, la plupart des études visant à étudier la régulation de la synthèse de mélatonine se sont 

focalisées sur la régulation de la synthèse et de l'activité de cette enzyme "donneuse de temps". 

 L'AA-NAT est une protéine cytosolique globulaire de 23 kD composée de 8 feuillets β 

et de 5 hélices α chez le rat (figure 10A, Hickman et al., 1999a; Hickman et al., 1999b). La 

plus grande partie de la structure compose le "cœur" catalytique, avec un domaine de liaison à 

l'AcCoA et un domaine de liaison aux arylalkylamines divisé en deux parties (figure 10B, 

Klein, 2007). Dans sa conformation tridimensionnelle, le site catalytique forme une cuvette, le 

site de liaison à l'AcCoA étant situé au fond de celle-ci. Trois boucles, formées par des résidus 

situés entre les hélices α1 et 2, entre les feuillets β4 et 5 et entre les feuillets β7 et 8, 

appartenant au site de liaison des arylalkylamines forment les bords de cette cuvette, et 

permettent la formation d'une région hydrophobe (Hickman et al., 1999a; Hickman et al., 

1999b). Les boucles 2 et 3 sont rigides, tandis que la boucle 1 est mobile et s'étend à l'intérieur 

du site catalytique lorsque l'enzyme est inactive (figure 10C, Hickman et al., 1999b). Lors de 

la fixation de l'AcCoA, la boucle 1 se retire, ce qui change la conformation de la protéine et 

libère l'accès au site de liaison aux arylalkylamines (figure 10D et E; Angelis et al., 1998; 

Hickman et al., 1999b). La mobilité de cette boucle est due à la présence d'une séquence de 

trois acides aminés, très conservée chez les vertébrés, qui permet également d'améliorer les 

capacités catalytiques de l'enzyme (Pavlicek et al., 2008). Lorsque la 5-HT est acétylée, la N-

acétyl-sérotonine est relarguée et le CoA diffuse librement hors du site catalytique. 
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Figure 10 : Structure de la protéine AA-NAT. (A) Structure tridimensionnelle de l’AA-NAT 

ovine (acides aminés 28-201). La partie centrale est composée de 8 feuillets β entourés de 5 

hélices α. (B) Représentation simplifiée de l' AA-NAT et des sites de régulation. Le site de liaison 

aux arylalkylamines est composé de 3 boucles situées de part et d’autre du domaine de liaison à 

l’AcCoA. Les extrémités C- et N-terminales contiennent des sites de liaison de la PKA et de la 

protéine 14-3-3, importants dans la stabilité de la protéine. La séquence Cphotopériode longue 

permet d’assurer la mobilité de la boucle 1 (Loop1). (C, D et E) Structure tridimensionnelle de la 

protéine AA-NAT ovine révélant la position des 3 boucles formant le site de liaison aux 

arylalkylamines. Le site catalytique forme une poche dans laquelle s’invagine la boucle 1 (en 

rouge) lorsque la protéine est au repos (C). Lorsque l’AcCoA se fixe (D), la boucle 1 se déplace, 

libérant le site de liaison des arylalkylamines (molécule bleue). (d’après Hickman et al., 1999a, b) 

 

 

La protéine AA-NAT possède plusieurs sites de régulation aux extrémités N- et C-

terminales : deux sites de phosphorylation pour la PKA, deux sites de liaison à la protéine 14-

3-3, ainsi qu'une lysine en position 10, importants dans la régulation de la dégradation de la 

protéine par les protéasomes (figure 10B, Ganguly et al., 2002; Klein, 2007; Klein et al., 

1997, pour revues). Des sites de phosphorylation pour la PKC et la Caséine Kinase de type II 

ont également été décrits. 
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3. De la N-acétyl-sérotonine à la mélatonine : HIOM T 

L'HIOMT est la dernière enzyme intervenant dans la synthèse de la mélatonine. Cette 

protéine cytosolique catalyse la méthylation de la N-acétyl-sérotonine en mélatonine à partir 

du cofacteur S-adénosyl-méthionine (Klein et al., 1981c, pour revue). La S-adénosyl-

méthionine est présente rythmiquement dans la glande pinéale, avec une forte diminution 

durant la nuit accompagnée d'une augmentation de 2,5 fois de l'activité enzymatique de la 

méthionine-adénosyltransférase (Kim et al., 2005a; Sitaram et al., 1995). L'HIOMT catalyse 

préférentiellement la formation de mélatonine, mais également la synthèse des autres 

méthoxyindoles dans la glande pinéale (figure 9, Klein et al., 1981c; Simonneaux & 

Ribelayga, 2003). Son expression est restreinte aux seuls organes synthétisant la mélatonine 

avec de fortes concentrations dans la glande pinéale, et de très faibles quantités dans la rétine, 

la glande de Harder et les intestins (Cardinali & Rosner, 1971; Cardinali & Wurtman, 1972; 

Pévet et al., 1980). 

Le gène Hiomt code un ARNm de 1,7 kb chez le rat, dont la région codante fait 1,1 kb 

(Gauer & Craft, 1996). La séquence est peu conservée, avec seulement 50 à 70% d'homologie 

entre les espèces chez lesquelles il a été cloné. Chez le rat, l'ARNm de l'Hiomt est exprimé 

selon un rythme circadien dépendant de l'horloge et de la NA, avec des quantités élevées 

durant le jour et doublées durant la nuit (Gauer & Craft, 1996; Ribelayga et al., 1999a; 

Ribelayga et al., 1999b).  

La protéine HIOMT a une taille d'environ 78 kD et s'organise en dimères de deux sous-

unités équivalentes de 39 kD. Cependant, la structure même de la protéine possède une grande 

hétérogénéité entre les différentes espèces étudiées (Nakane et al., 1983). L'HIOMT est une 

protéine très stable dont la demi-vie est supérieure à 24 heures (Bernard et al., 1995; Bernard 

et al., 1996; Sugden et al., 1987a). Son activité est élevée durant le jour et ne varie pas ou très 

peu sur 24 heures (figure 9) : une augmentation de 40 à 50% durant la nuit a été décrite chez 

le rat (Ribelayga et al., 1999a; Ribelayga et al., 1997) et aucune variation chez le mouton, 

l'homme ou le singe (Bernard et al., 1995; Coon et al., 2002). L'augmentation observée chez 

le rat est maintenue en DD et inhibée en LL, suggérant un contrôle par l'horloge endogène 

(Ribelayga et al., 1999a). Les variations de l'activité seraient régulées au niveau post-

traductionnel via la phosphorylation par la PKA, la PKC ou encore la Caséine Kinase de type 

II (Gauer & Craft, 1996). L'HIOMT n'est pas limitante dans la synthèse journalière de 

mélatonine, mais le serait pour les variations à long terme de l'amplitude du pic nocturne de 

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

La synthèse de mélatonine dans la glande pinéale est initiée par l'activation de ses 

enzymes de synthèse via différentes voies de signalisation contrôlées par différents 

neurotransmetteurs. Parmi toutes les afférences décrites, la plus dense et la plus importante 

dans la genèse du rythme de sécrétion de mélatonine est la voie hypothalamo-pinéale libérant 

la NA. Celle-ci assure un couplage étroit entre la synthèse de mélatonine et le cycle LD via 

les NSC. En effet, une ganglionectomie abolit le rythme d'expression de la synthèse de la 

mélatonine chez le rat (Deguchi & Axelrod, 1972a; Deguchi & Axelrod, 1972b; Moore & 

Klein, 1974). De plus, une stimulation électrique des GCS, provoquant une libération de NA, 

augmente l'activité de l'AA-NAT et la synthèse de mélatonine (Bowers & Zigmond, 1980). 

Ces résultats démontrent le rôle crucial de la NA dans la stimulation nocturne de la synthèse 

de mélatonine. De plus, la synthèse de NA dans les fibres sympathiques chez le rat et le 

hamster (Craft et al., 1984) ou sa libération in situ dans la glande pinéale chez le rat (Drijfhout 

et al., 1996a; Drijfhout et al., 1996b) suit un rythme circadien évoluant en parallèle de celui 

de la synthèse de mélatonine (figure 11). Cependant, l'implication de la NA a réellement été 

prouvée grâce à l'utilisation d'agonistes et d'antagonistes noradrénergiques. In vivo, l'injection 

d'agonistes noradrénergiques durant le jour augmente la synthèse de mélatonine chez le rat à 

des niveaux équivalents à ceux observés durant la nuit (Deguchi & Axelrod, 1972a; Klein 

et al., 1983). Ces mêmes agonistes permettent également de stimuler l'activité de l'AA-NAT 

et la synthèse de mélatonine in vitro (Buda & Klein, 1978; Klein & Berg, 1970; Klein et al., 

1983; Simonneaux et al., 1989). De même, l'application d'antagonistes noradrénergiques in 

vivo en début de nuit inhibe fortement le rythme de synthèse de mélatonine (Deguchi & 

Axelrod, 1972a; Klein et al., 1997; Klein et al., 1983). La NA est le neurotransmetteur majeur 

permettant aux NSC de réguler la synthèse rythmique de mélatonine dans la glande pinéale.  

L'effet d'un neurotransmetteur sur un récepteur est primordial pour conduire les effets 

physiologiques associés. Cependant, le récepteur sur lequel il agit a également de l'importance, 

car un même neurotransmetteur peut agir sur plusieurs récepteurs et conduire ainsi des effets 

physiologiques différents. Dans ce cadre, l'action de la NA sur la glande pinéale est un 

exemple de choix, car responsable de la stimulation de la synthèse de mélatonine via l'action 

sur deux types de récepteurs : les récepteurs α- et β-adrénergiques. Ces deux récepteurs 

activent des voies de signalisations distinctes, chacune ayant un rôle différent et 

complémentaire dans la régulation de la synthèse de mélatonine.  
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Figure 11 : Variations journalières des récepteurs adrénergiques, de la NA, de l'AA-NAT et 

de la mélatonine dans la glande pinéale de rat et de hamster syrien. α : densité des récepteurs 

α-adrénergiques; β : densité des récepteurs β-adrénergiques; ; MEL: contenu en mélatonine; NE : 

synthèse de NA; NAT: activité de l'AA-NAT (d'après Pangerl, 1990). 

 

 

1. La signalisation β-adrénergique 

Les récepteurs β-adrénergiques constituent un maillon indispensable à la stimulation 

nocturne de la synthèse de mélatonine. Chez le rat, l'injection in vivo ou l'application in vitro 

sur des glandes pinéales d'un agoniste β-adrénergique, l'isoprotérénol, permet de stimuler 

l'activité de l'AA-NAT et la synthèse de mélatonine à des niveaux équivalents aux valeurs 

nocturnes (Buda & Klein, 1978; Deguchi & Axelrod, 1972a; Deguchi & Axelrod, 1972b; 

Illnerová & Vanecek, 1983; Klein et al., 1983). De plus, l'injection d'un antagoniste β-

adrénergique, le propranolol, inhibe ces même paramètres (Deguchi & Axelrod, 1972a; Klein 

et al., 1983; Parfitt et al., 1976). L'implication de ces récepteurs a été démontrée chez d'autres 

espèces de rongeurs (Garidou et al., 2002a; Garidou et al., 2003c; Reiter et al., 1987a; 

Steinlechner et al., 1984), chez le mouton (Chan & Ebadi, 1980; Morgan et al., 1988), le 

bœuf (Rüppel & Olcese, 1991; Schomerus et al., 2002) et l'homme (Cowen et al., 1985). 

Rat Hamster syrien 

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

Les récepteurs β-adrénergiques sont des récepteurs à 7 domaines transmembranaires 

couplés aux protéines G. Trois sous-types composent cette famille : les  récepteurs β-

adrénergiques de type 1 fortement exprimés dans le cœur et le cerveau, les récepteurs β-

adrénergiques de type 2 exprimés de façon plus large et les récepteurs β-adrénergiques de 

type 3 fortement exprimés dans le tissu adipeux. Ces 3 sous-types sont majoritairement 

couplés aux protéines Gαs, qui stimulent l'Adénylate Cyclase (Hall, 2004 pour revue).  

Les récepteurs β-adrénergiques de type 1 sont exprimés avec une forte densité sur la 

membrane des pinéalocytes de rat (Dickinson et al., 1986; Zatz et al., 1976). La densité de ces 

récepteurs, analysée par la liaison de ligands spécifiques radiomarqués, suit un rythme 

journalier et circadien chez le rat (figure 11, (Pangerl et al., 1990, pour revue).  Globalement, 

deux profils ont été décrits : l'un avec une densité maximale en fin de jour et minimale en 

milieu de nuit, et l'autre avec un maximum en milieu de nuit et un minimum durant le jour. La 

différence vient certainement du radioligand (tritié versus iodinisé) et/ou des conditions 

lumineuses (LD 12:12 versus LD 14:10) utilisés (Pangerl et al., 1990). Dans les deux cas, on 

observe une diminution de la densité en fin de nuit, au moment où l'activité de l'AA-NAT et la 

synthèse de mélatonine sont maximales. Un rythme de la densité de ces récepteurs a 

également été décrit chez le hamster syrien avec un maximum en fin de jour et un minimum 

en milieu de nuit, où les valeurs moyennes sont plus basses que chez le rat (figure 11, Pangerl 

et al., 1990). Le rythme disparaît et la densité des récepteurs augmente lorsque les animaux 

sont placés en LL ou subissent une ganglionectomie (Craft et al., 1985; Gonzalez-Brito et al., 

1988a; Gonzalez-Brito et al., 1988b), suggérant un contrôle par l'horloge via la NA. L'ARNm 

des récepterus β-adrénergiques est également exprimé avec un rythme journalier et circadien, 

avec des valeurs nocturnes doublées par rapport aux valeurs diurnes, ce rythme étant régulé 

par la stimulation β-adrénergique (Carter, 1993c; Moller et al., 1997; Pfeffer et al., 1998). 

 

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

•••• Stimulation de la production d'AMPc  

La stimulation noradrénergique de la glande pinéale (in vivo et in vitro) ou de 

pinéalocytes en culture induit une augmentation de la concentration intracellulaire en AMPc 

(Deguchi & Axelrod, 1973; Klein & Berg, 1970; Strada et al., 1972). Celle-ci dépend 

principalement de la stimulation des récepteurs β-adrénergiques (Deguchi, 1973; Klein et al., 

1983; Parfitt et al., 1976; Zatz et al., 1976) et implique une protéine Gs stimulant l'Adénylate 
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Cyclase (Minneman & Iversen, 1976a). L'activité de cette dernière suit un rythme journalier 

et circadien, avec un maximum durant la nuit/nuit subjective (Weiss, 1971). De même 

l'ARNm de l'Adénylate Cyclase de type 1 suit un rythme avec un maximum durant le jour et 

un minimum durant la nuit (Tzavara et al., 1996). L'augmentation d'AMPc est rapide (5 à 15 

minutes) et durable, avec une diminution progressive lorsque la stimulation est prolongée 

(Strada et al., 1972). Cette diminution est due à des phosphodiestérases, clivant l'AMPc en 

AMP, et dont l'activité est maximale durant la nuit (Kim et al., 2007; Minneman & Iversen, 

1976b). Un mécanisme de désensibilisation des récepteurs β-adrénergiques par l'action de la 

NA peut également être responsable de cette diminution de sensibilité (Pangerl et al., 1990).  

L'augmentation d'AMPc est nécessaire et suffisante à la stimulation de la synthèse de 

mélatonine. En effet, le traitement de pinéalocytes dissociés ou de glandes pinéales en culture 

avec un analogue non-hydrolysable de l'AMPc, le dibutyryl-cAMP (dbcAMP), est suffisant 

pour stimuler l'activité de l'AA-NAT et la synthèse de mélatonine chez le rat (Berg & Klein, 

1971; Klein et al., 1970a; Klein et al., 1970b; Romero et al., 1975). La stimulation de la 

glande pinéale par de l'isoprotérénol, de la toxine cholérique ou du dbcAMP provoque une 

augmentation de l'activité d'une protéine kinase (Fontana & Lovenberg, 1971; Zatz & O'Dea, 

1976), identifiée comme étant la PKA de type II (Maronde et al., 1997b; Maronde et al., 

1999c; Schomerus et al., 2002).  

L'augmentation de l'AMPc et l'activation de la PKA entraînent d'autres évènements 

cellulaires, tels la synthèse et l'activation de nombreux facteurs de transcription (voir section 

III ), une hyperpolarisation de la membrane des pinéalocytes via l'activation de canaux 

potassiques, nécessaire à l'activation de l'AA-NAT (Ceña et al., 1991; Parfitt et al., 1975). 

 

•••• Stimulation de la production de GMPc 

La stimulation noradrénergique de la glande pinéale induit également une production de 

GMPc chez le rat (Klein et al., 1981b; O'Dea & Zatz, 1976). Celle-ci est dépendante de la 

stimulation β-adrénergique, car l'application d'isoprotérénol et non de phényléphrine (agoniste 

spécifique des récepteurs α-adrénergiques) augmente le GMPc en culture, et l'application 

d'antagoniste β-adrénergique réduit cette augmentation (Klein et al., 1981b; Sugden, 1990b; 

Vanecek et al., 1985). Elle fait intervenir une Guanylate Cyclase membranaire, stimulée par 

une protéine Gs sensible à la toxine cholérique (Sugden & Klein, 1987).  

D'un point de vue fonctionnel, l'augmentation de GMPc n'a pas d'influence directe sur la 

synthèse de mélatonine. Des analogues non-hydrolysables du GMPc administrés à des 

pinéalocytes en culture ont un faible effet sur la transcription de l'Aa-nat, mais aucun effet sur 
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son activité ou sur la synthèse de mélatonine (Lin et al., 1994; Roseboom et al., 1996; Seidel 

et al., 1990; Spessert et al., 1993). Cependant, d'autres rôles ont été proposés comme 

l'inactivation de canaux calciques de types L, via l'activation de la Protéine Kinase G (PKG), 

ce qui permettrait de stabiliser les membranes (Chik et al., 1995). Il pourrait également 

augmenter la concentration en Ca2+ intracellulaire (Ca2+ i) via l'activation de canaux 

cationiques (Schaad et al., 1995b). Un autre rôle intéressant a été démontré récemment : le 

GMPc stimule l'activation des MAPK p42/44 via la PKG, un mécanisme antagoniste de 

l'AMPc (Ho et al., 2006). Ainsi, le GMPc, pourrait moduler l'activité de l'AA-NAT induite 

par l'augmentation d'AMPc. De plus, l'induction de per1 dans la glande pinéale de rat dépend 

de cette activation des MAPK par le GMPc (Fukuhara et al., 2002), un mécanisme similaire à 

celui observé dans les NSC (Gillette & Mitchell, 2002, pour revue).  

 

2. Signalisation α-adrénergique 

En plus des récepteurs β-adrénergiques, la glande pinéale exprime également des 

récepteurs α-adrénergiques. L'activation de ces récepteurs ne permet pas à elle-seule de 

stimuler l'AMPc, l'activité de l'AA-NAT ou la synthèse de mélatonine, mais permet de 

potentialiser les effets de la stimulation des récepteurs β-adrénergiques chez le rat (figure 12; 

Klein et al., 1983; Sugden et al., 1984; Vanecek et al., 1985). Le même mécanisme existe 

chez d'autres rongeurs comme le hamster syrien (Garidou et al., 2003a; Santana et al., 1989b; 

Stankov et al., 1990). Cependant, ce rôle potentialisateur des récepteurs α-adrénergiques n'est 

pas clairement établi chez le mouton (Morgan et al., 1989; Morgan et al., 1988; Sugden et al., 

1985a) et n'est visible que sur l'activité de l'AA-NAT chez le boeuf (Schomerus et al., 2002). 

  

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

Les récepteurs α-adrénergiques sont des protéines à 7 domaines transmembranaires. Deux 

sous-types composent cette famille : les récepteurs α-adrénergiques de type 1 majoritairement 

couplés à une protéine Go, activant la phospholipase C (PLC) et les les récepteurs α-

adrénergiques de type 2 majoritairement couplés à une protéine Gi, inhibant l'Adénylate 

Cyclase. Ces deux sous-familles comportent chacune 4 isoformes.  

Les récepteurs α-adrénergiques de type 1 sont présents sur la membrane des pinéalocytes 

(Sugden & Klein, 1984; Sugden et al., 1985a). Les ARNm des sous-types 1A et 1B sont 

exprimés, mais seul le sous-type 1A semble traduit en protéine (Sugden et al., 1996; Sugden 

& Klein, 1984). Elle présente un rythme journalier et circadien dépendant de la NA, avec un  
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Figure 12 : La stimulation des récepteurs αααα1-adrénergiques potentialise l’effet de la 

stimulation des récepteurs ββββ1-adrénergiques sur l’activité de l’AA-NAT dans la glande 

pinéale de rat. (A). Effet de concentrations croissantes d’isoprotérénol (ISO) en présence ou non 

de 1 mg/kg de phénylephrine (PE) sur l’activité de l’AA-NAT in vivo. Les glandes pinéales sont 

prélevées 2h après l’injection. (B) Effet de concentrations croissantes d’ISO, de PE ou d’ISO/PE 

sur l’activité de l’AA-NAT sur des glandes pinéales de rat en culture. (C) Effet d’une dose 

optimale d’ISO, de PE ou d’ISO/PE  en fonction de la durée de stimulation sur l’activité de l’AA-

NAT sur des glandes pinéales de rat en culture. (D) Effet de concentrations croissantes de 

propranolol, de prazosine ou des deux en début de nuit sur l’activité de l’AA-NAT in vivo. Les 

glandes pinéales sont prélevées 2h après l’injection. (d’après Klein et al., 1983) 

 

 

maximum durant la nuit (Coon et al., 1997). Chez le rat, la densité de ce récepteur ne présente 

aucune variation circadienne (figure 11), mais augmente en LL ou après une ganglionectomie 

(Pangerl et al., 1990). Au contraire, chez le hamster syrien, la densité est maximale durant le 

jour (Pangerl et al., 1990). Les récepteurs α-adrénergiques de type 2, sont présents 

majoritairement sur les terminaisons sympathiques (Schaad & Klein, 1992; Simonneaux et al., 

1991), où ils inhibent la libération de NA (Pelayo et al., 1977). Ils sont également présent sur 

la membrane post-synaptique où ils stimulent la Guanylate Cyclase (Venkataraman et al., 

1998), l'activité de l'AA-NAT et la sécrétion de mélatonine (Schaad & Klein, 1992). 
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b) Conséquences de l'activation des récepteurs α-adrénergiques 

•••• Augmentation du Ca2+i 

La stimulation noradrénergique de la glande pinéale induit une élévation des niveaux de 

Ca2+i (Schaad et al., 1993; Sugden et al., 1987b), avec un premier pic rapide et transitoire 

suivi d'un plateau intermédiaire qui se prolonge tant que la NA est présente (figure 13, 

(Schomerus et al., 1995; Sáez et al., 1994). Elle dépend essentiellement de la stimulation des 

récepteurs α-adrénergiques, puisque la phénylephrine, et non l'isoprotérénol ou le dbcAMP, 

mime cette réponse (figure 13), alors que l'application de prazosine, un antagoniste des 

récepteurs α-adrénergiques, l'inhibe (Lee et al., 2006; Sáez et al., 1994; Sugden et al., 1987b).  

La réponse calcique des pinéalocytes est dépendante à la fois des stocks intracellulaires et 

extracellulaires de Ca2+. L'inhibition de l'influx de Ca2+e inhibe le plateau de la réponse 

(figure 13, Lee et al., 2006; Schomerus et al., 1995; Sáez et al., 1994; Sugden et al., 1987b). 

De plus, l'application de thapsigargine, un agent stimulant directement la libération des stocks 

intracellulaires dépendants de l'Inositol triphosphate (IP3), mime les effets de la NA sur 

l'influx de Ca2+e (Ho et al., 1996; Schomerus et al., 1995). La libération des stocks 

intracellulaires est dépendante de la stimulation de la PLC (Ho et al., 1988b; Smith et al., 

1979) : une inhibition de son activité abolit totalement les réponses calciques (figure 13, Lee 

et al., 2006). La PLC clive les phosphatidylinositol en IP3 et DAG (diacylglycérol), et l'IP3 

agit sur le RE pour libérer les stocks de Ca2+ (Ho et al., 1988b; Schomerus et al., 1995). Le 

calcium ainsi libéré active des canaux calciques membranaires responsables de l'influx du 

Ca2+e dans les cellules (Chik & Ho, 1989; Lee et al., 2006).   

 

•••• Potentialisation de la production d'AMPc et de GMPc (figure 14) 

La suppression du Ca2+e ou l'application de prazosine diminue l'activité de l'AA-NAT et 

la synthèse de mélatonine (Klein et al., 1983; Roseboom et al., 1996; Zatz & Romero, 1978). 

Cependant, l'élévation du Ca2+i par des ionophores ou par la stimulation α1-adrénergique ne 

permet pas (ou très peu pas rapport à l'AMPc) à elle seule de stimuler ces mêmes paramètres.  

La stimulation β-adrénergique produit une augmentation des concentrations 

intracellulaires en AMPc et en GMPc de 7 à 10 fois et 2 à 4 fois respectivement. Si cette 

stimulation est accompagnée d'une stimulation α-adrénergique, l'augmentation passe alors à 

100 fois (Vanecek et al., 1985). Cette potentialisation est dépendante de l'augmentation du 

Ca2+i, car des agents chélateurs du Ca2+e ou des inhibiteurs des canaux calciques 

membranaires l'inhibent, et des agents augmentant artificiellement le Ca2+i la miment  
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Figure 13 : Réponses calciques enregistrées dans des pinéalocytes en culture. Les réponses 

sont enregistrées par microfluorimétrie calcique avec la sonde Fura-A. Les résultats sont exprimés 

en ratio de fluorescence émise par le Fura-2 lié par rapport à celle du Fura-2 non lié (∆F340/F380). 

A. Réponse calciques induites par la NA (NE) sur des pinéalocytes de rat en culture, en présence 

ou en l’absence de Ca2+ extracellulaire. B. Réponses calciques induites par la phénylephrine et 

l’isoprotérénol en présence respectivement de propranolol et de prazosine (assure la spécificité du 

récepteur stimulé). Les réponses calciques sont conduites par la stimulation α1-adrénergique. C. 

La stimulation noradrénergique induit un influx de calcium extracellulaire dépendant de la 

libération des stocks intracellulaires de calcium, elle-même dépendante de l’activation de la PLC. 

En l’absence de calcium extracellulaire, la NA n’induit que la libération des stocks intracellulaires 

(pic). Si l’on remet du calcium dans le milieu, la phase de plateau est alors observable. Si l’activité 

de la PLC est inhibée (U-73122), aucune des deux réponses n’est observée. D. L’inhibition de 

l’entrée du calcium dans les cellules (0 Ca2+ et Gd3+) ainsi que de la libération des stocks 

intracellulaires (2APB) en cours de réponse provoque une inhibition immédiate de la réponse 

calcique. L’entrée de calcium dans la cellule ne se fait que par des canaux calciques sensibles à la 

nifédipine. (d’après Lee et al., 2006) 

 

C. D. 

A. B. 
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(Ho et al., 1987 ;  Ho et al., 1988c ; Sugden et al., 1986 ; Ho et al., 1996;). La stimulation 

noradrénergique induit une translocation de la PKC à la membrane plasmique et une 

augmentation de son activité (figure 14, Ho et al., 1987; Ho et al., 1988a; Ho & Klein, 1987b; 

Ho et al., 1988c; Sugden et al., 1985b). L'activation de la PKC se ferait préférentiellement par 

le Ca2+, et dans une moindre mesure par le DAG (Ho et al., 1988c). 

En ce qui concerne l'AMPc, le mécanisme de potentialisation implique une stimulation de 

la PKC par le Ca2+i, et la PKC agirait en retour soit sur la protéine G soit sur l'Adénylate 

Cyclase pour stimuler leur activité (figure 14). En effet, une stimulation directe de la PKC 

potentialise l'accumulation d'AMPc induite par la toxine cholérique (un activateur des 

protéines Gs) ou par la forskoline (un activateur de l'Adénylate Cyclase) (Sugden & Klein, 

1988). Cependant, il est également probable que la Ca/CaMK module l'activité de l'Adénylate 

Cyclase, puisque son activation par le Ca2+i potentialise légèrement l'AMPc (Ho et al., 1991; 

Tzavara et al., 1996).  

L'effet sur le GMPc est un peu plus complexe et nécessite à la fois l'augmentation de 

Ca2+i et l'activation de la PKC. L'activation de cette dernière n'induit qu'un faible effet 

potentialisateur (Ho et al., 1987; Ho et al., 1988a), impliquant la phospholipase A2 et les 

métabolites de l'acide arachidonique, stimulant la Guanylate Cyclase (Chik et al., 1991; Ho & 

Klein, 1987a). Un autre mécanisme implique une activation de la NOS ("Nitric Oxyde 

Synthase"), activant une Guanylate Cyclase cytosolique et stimulant la production de GMPc 

(figure 14, Ho et al., 1991; Lin et al., 1994; Spessert et al., 1993; White & Klein, 1995). Cet 

effet est dépendant de la stimulation de la voie β-adrénergique, qui induit la sensibilisation de 

la NOS au complexe Ca/CaMK (Lin et al., 1994; Schaad et al., 1995a) et/ou de l'activité de la 

Guanylate Cyclase, via la protéine Gs (White & Klein, 1995), indépendemment de la 

production d'AMPc.  

 

•••• Autres effets du Ca2+ 

En parallèle de ses effets potentialisateurs sur l'accumulation des nucléotides cycliques, le 

Ca2+ induit également d'autres effets pouvant avoir un rôle dans la modulation de la synthèse 

de mélatonine. Premièrement, le Ca2+ active un canal potassique, créant ainsi un efflux de 

potassium responsable d'une hyperpolarisation de la membrane (Ceña et al., 1991; Lee et al., 

2006; Parfitt et al., 1975). En plus, il provoque une alcalinisation du cytosol via l'activation 

d'un échangeur Na+/H+ dont l'inhibition réduit la synthèse de mélatonine (Ho & Chik, 1992; 

Ho et al., 1989). Par ailleurs, le Ca2+ est directement ou indirectement impliqué dans la 

stimulation de certains facteurs de transcription intervenant dans la transcription de l'Aa-nat. 
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Figure 14 : Voies de signalisation conduisant à la potentialisation de la formation d’AMPc (A) 

et de GMPc (B) dans des pinéalocytes de rat. Les flèches pleines représentent une activation et 

l'épaisseur des flèches est corrélée à l'importance du mécanisme dans la production de ces deux 

messagers secondaires. Les ? représentent un effet connu mais dont le mécanisme n'est pas encore 

expliqué. αAR : récepteurs α-adrénergiques; AC : Adénylate Cyclase; AMPc : Adénosine Monophosphate cyclique; 

βAR : récepteurs β-adrénergiques; Ca2+ : calcium; ; Ca/CaMK : "Calcium/Calmoduline Kinase";  DAG : Diacylglycérol; 

GC : Guanylate Cyclase; GMPc : Guanosine monophosphate cyclique; IP3 : Inositol triphosphate; NOS : "Nitric Oxyde 

Synthase"; PiP2 : Phosphatidylinositol biphosphate; PKA : Protéine Kinase AMPc-dépendante; PKC : Protéine Kinase C; 

PKG : Protéine Kinase G; PLC : Phospholipase C. 
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3. Conséquences sur l'activité des enzymes de synth èse de la mélatonine 

a) Régulation noradrénergique de l'AA-NAT 

•••• Régulation transcriptionnelle 

La stimulation noradrénergique de glandes pinéales in vivo ou in vitro induit une 

augmentation de la transcription de l'Aa-nat chez la majorité des espèces. Cependant, 

l'amplitude de cette augmentation diffère énormément selon l'espèce considérée. En effet, 

chez le rat et d'autres rongeurs, l'expression de l'Aa-nat est très basse, voire indétectable de 

jour ou en condition non stimulée, et augmente fortement (entre 100 et 150 fois) de nuit ou 

après stimulation (Garidou et al., 2003b; Garidou et al., 2002a; Garidou et al., 2003c; 

Roseboom et al., 1996). Chez les ongulés, l'expression de l'ARNm est déjà élevée de jour ou 

en condition non stimulée et augmente de 50% de nuit ou après stimulation noradrénergique 

(Coon et al., 1995; Craft et al., 1999; Privat et al., 1999). Aucune augmentation n'a été 

détectée chez les primates (Coon et al., 1996; Coon et al., 2002).  

Chez les rongeurs, la transcription de l'Aa-nat dépend essentiellement de l'accumulation 

d'AMPc. Cependant, une stimulation α-adrénergique stimule très légèrement la transcription 

de l'Aa-nat, suggérant donc une possible intervention du calcium dans ce mécanisme 

(Roseboom et al., 1996). De même, l'effet potentialisateur de la stimulation α-adrénergique 

sur la stimulation β-adrénergique est minimal, puisqu'un antagoniste α-adrénergique n'a pas 

d'effet sur les niveaux d'ARNm induits par une stimulation β-adrénergique (Roseboom et al., 

1996). La stimulation noradrénergique, via la formation d'AMPc, active la PKA de type II 

(Maronde et al., 1997b; Maronde et al., 1999c; Schomerus et al., 2002). Les sous-unités 

catalytiques et régulatrices de cette protéine se séparent et les premières transloquent dans le 

noyau pour phosphoryler le facteur de transcription CREB, qui se fixe alors sur le promoteur 

de l'Aa-nat et induit la transcription (figure 15, voir section III.B, Baler et al., 1997; Maronde 

et al., 1999a; Maronde et al., 1997b; Roseboom & Klein, 1995; Schomerus et al., 2003). 

 

•••• Régulation post-traductionnelle 

La quantité de protéines et l'activité enzymatique de l'AA-NAT, augmentent fortement de 

nuit ou suite à une stimulation noradrénergique chez toutes les espèces, indépendamment des 

mécanismes de régulation de l'expression du gène. Les niveaux sont indétectables de jour ou 

sans stimulation et augmentent d'environ 10 fois chez les ongulés et les primates, et de 50 à 70 

fois chez les rongeurs, de nuit ou suite à la stimulation noradrénergique (Klein et al., 1997; 

Simonneaux & Ribelayga, 2003). Là encore, l'activation de la voie AMPc/PKA tient un rôle  
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Figure 15 : Régulation transcriptionnelle et post-traductionnelle de l'AA-NAT dans la glande 

pinéale de rat. La figure représente les évènements cellulaires et moléculaires régulant la 

néosynthèse de l'AA-NAT, l'enzyme limitante dans l'initiation et l'arrêt de la synthèse de 

mélatonine. Dans un souci de clarté, les aspects concernant la formation de l'AMPc et du GMPc 

ont été simplifié et sont représentés en figure 14. Les flèches pleines représentent une activation et 

les flèches barrées une inhibition. Les ? représentent un effet connu mais dont le mécanisme n'est 

pas encore expliqué. L'AA-NAT est régulée par différentes kinases agissant de concert soit pour 

activer l'enzyme par phosphorylation, soit pour activer la transcription du gène Aa-nat via 

l'activation de facteurs de transcription. αAR : récepteurs α-adrénergiques; AA-NAT : Arylalkylamine-N-

acétyltransférase; AMPc : Adénosine Monophosphate cyclique; βAR : récepteurs β-adrénergiques; CREB : "cAMP 

responsive element binding protein"; GMPc : Guanosine monophosphate cyclique; 5-HT : 5-hydroxytryptamine ou 

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

PKC : Protéine Kinase C; PKG : Protéine Kinase G; 14-3-3 : protéine 14-3-3. 
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majeur. En effet, la PKA phosphoryle directement la protéine AA-NAT sur ses extrémités N- 

et C-terminales (Klein, 2007 pour revue). Cette phosphorylation favorise la fixation de la 

protéine chaperonne 14-3-3, qui permet à la fois l'activation de l'AA-NAT, mais également 

une protection de l'enzyme contre la dégradation par les protéasomes (figure 15, Ganguly 

et al., 2002; Ganguly et al., 2001; Ganguly et al., 2005; Gastel et al., 1998; Klein, 2007; Klein 

et al., 2002; Obsil et al., 2001; Schomerus et al., 2000). Cependant, la PKA ne serait pas la 

seule à agir directement sur la protéine AA-NAT. En effet, la stimulation de l'activité de l'AA-

NAT par le dbcAMP est potentialisée par des ionophores du Ca2+, démontrant un mécanisme 

en aval de la formation de l'AMPc et de l'activation de la PKA, directement par le calcium ou 

via la PKC (Yu et al., 1993). De plus une activation directe de la PKC par le PMA augmente 

l'activité de l'AA-NAT via sa phosphorylation chez le bœuf et le rat (Choi et al., 2004; 

Schomerus et al., 2004). Ces modifications post-traductionnelles complémentaires expliquent 

certainement pourquoi la potentialisation de l'activité de l'AA-NAT est plus importante que 

l'effet observé sur les ARNm (Roseboom et al., 1996; Schomerus et al., 2002).  

 

•••• Modulation de l'activité de l'AA-NAT par les MAPK (figure 15) 

Trois MAPK sont exprimées dans la glande pinéale du rat : p42/44 (ERK ½: 

"Extracellular signal Regulated Kinase"), p38 et JNK ("c-JUN N-terminal Kinase"). p42/44 et 

p38 sont régulées par la NA, avec cependant des mécanismes différents (Ho et al., 2006). In 

vitro, p42/44 est activée (par phosphorylation) dès 15 minutes après une stimulation 

noradrénergique, alors que l'expression de p38 n'augmente qu'après 2 heures (Chik et al., 

2004; Ho & Chik, 2000). In vivo, l'activité de p42/44 augmente 2 heures après le début de la 

nuit et son activation reste soutenue pendant 8 heures (Ho et al., 2003b) alors que celle de p38 

n'augmente qu'après 6 heures (Chik et al., 2004). p42/44 est activée par la voie GMPc/PKG 

(Ho & Chik, 2000), alors que p38 est activée par l'AMPc et le Ca2+i, indépendamment de la 

PKC (Chik et al., 2004). L'inhibition de la phosphorylation de p42/44 ne diminue pas 

l'activité de l'AA-NAT mais provoque un délai dans son activation, suggérant que p42/44 

module le taux d'induction de l'activité de l'AA-NAT (Ho et al., 2003a; Ho et al., 2003b). En 

ce qui concerne p38, son inhibition augmente l'activité de l'AA-NAT 6 heures après le début 

de la stimulation par la NA, suggérant un rôle dans la régulation de l'amplitude du rythme 

d'activité de l'AA-NAT, voire dans la régulation de la durée du rythme in vivo (Man et al., 

2004). Son action pourrait également se faire via l'inhibition de l'effet de p42/44 (Mackova 

et al., 2000). 
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L'activation de JNK est induite par la voie AMPc/PKA 20 minutes après la stimulation 

noradrénergique (Chansard et al., 2005). L'inhibition de cette kinase diminue la transcription 

de l'Aa-nat. Un des rôles majeurs de JNK est de phosphoryler la protéine c-JUN, un facteur de 

transcription de la famille AP-1. Ainsi, son action pourrait se faire par le contrôle 

transcriptionnel de l'Aa-nat via c-JUN (voir section III, et section I.B de la discussion). 

 

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

L'ARNm de la TpOH est exprimé avec un fort niveau basal augmentant faiblement (15 à 

20%) suite à une stimulation noradrénergique (Besançon et al., 1995; Besançon et al., 1996). 

Cette augmentation se produit suite à l'augmentation d'AMPc dans les cellules et fait 

intervenir les facteurs de transcription NF-Y et Sp1 au lieu de la voie classique impliquant la 

phosphorylation de CREB (Côté et al., 2002). Il en est de même pour l'expression basale. 

L'augmentation de 2 fois de l'activité durant la nuit et suite à la stimulation noradrénergique se 

fait via la phosphorylation de la protéine par la PKA (Ehret et al., 1991).  

L'expression basale de l'Hiomt est élevée, et la stimulation noradrénergique provoque une 

augmentation de 2 fois de l'expression de l'ARNm, probablement via la phosphorylation de 

CREB (Gauer & Craft, 1996; Ribelayga et al., 1999b). Contrairement à l'ARNm, l'activité de 

la protéine, déjà élevée en conditions basales, n'est pas stimulée par une application aiguë 

d'agonistes adrénergiques (Klein et al., 1970a; Klein et al., 1970b; Ribelayga et al., 1997), 

mais l'activité est augmentée d'environ 40% la nuit par des mécanismes indépendants de la 

NA et impliquant probablement le NPY (Ribelayga et al., 1999a; Ribelayga et al., 1999b).  

 

 

D. Régulation journalière du rythme de sécrétion de  mélatonine  

1. Initiation de la synthèse en début de nuit 

In vivo, l'initiation de la synthèse de mélatonine est principalement induite suite à la 

libération de NA contrôlée par les NSC. L'action de la NA sur ses récepteurs active les voies 

de signalisation décrites précédemment et induit, via l'accumulation d'AMPc, l'activation des 

enzymes de synthèse de la mélatonine. Etant donné la forte activité basale de la TpOH et de 

l'HIOMT, l'évènement majeur permettant l'initiation de la synthèse de mélatonine est 

l'activation de l'AA-NAT (Klein et al., 1997). Chez toutes les espèces de mammifères 

étudiées, la mélatonine augmente significativement durant la nuit, mais son délai d'apparition 

est plus ou moins long selon l'espèce.  
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Chez les ongulés, les niveaux d'ARNm de l'Aa-nat sont élevés durant le jour et 

augmentent faiblement durant la nuit. Cependant, cette faible augmentation n'est pas 

nécessaire à l'initiation de la synthèse de mélatonine, car l'application d'actinomycine D, un 

inhibiteur de la transcription, sur des pinéalocytes en culture n'inhibe ni la traduction de la 

protéine AA-NAT ni la synthèse de mélatonine induites par la NA (Schomerus et al., 2000). 

L'initiation de la synthèse de mélatonine chez les ongulés semble donc régulée au niveau 

traductionnel ou post-traductionnel. En effet, l'application d'un inhibiteur des protéasomes 

augmente l'expression de la protéine AA-NAT et la synthèse de mélatonine dans des 

pinéalocytes de bœuf (Schomerus et al., 2000). Ainsi, que ce soit de jour ou de nuit, les 

niveaux élevés de l'ARNm de l'Aa-nat permettent une traduction continue de la protéine AA-

NAT. De jour, celle-ci est dégradée par les protéasomes, d'où les faibles niveaux de protéine 

et d'activité enzymatique. En revanche, de nuit, suite à la stimulation par la NA, la PKA 

phosphoryle l'AA-NAT, favorisant sa liaison à la protéine 14-3-3 qui lui assure une protection 

de la dégradation par les protéasomes (Ganguly et al., 2001). Chez les ongulés et les primates 

(extension du modèle), la synthèse de mélatonine est donc régulée majoritairement par un 

mécanisme post-traductionnel ne nécessitant pas de néotranscription de l'Aa-nat. De ce 

mécanisme résulte une activation rapide de l'activité de l'AA-NAT et de la synthèse de la 

mélatonine, qui surviennent moins d'une heure après le début de la nuit (Klein et al., 1997). 

 

La synthèse de mélatonine chez les rongeurs ne démarre pas aussi rapidement que chez 

les ongulés et nécessite un délai d'au moins 2-4 heures ou plus suivant l'espèce (Simonneaux 

& Ribelayga, 2003). Chez le rat et le hamster syrien, l'injection in vivo d'actinomycine D en 

début de nuit inhibe totalement l'activité de l'AA-NAT et la synthèse de mélatonine 

(Gonzalez-Brito et al., 1990; Romero et al., 1975). Le délai observé dans l'induction de la 

synthèse de mélatonine est donc dû à la néotranscription de l'Aa-nat. Une néotraduction de la 

protéine est également nécessaire, vu qu'une inhibition de la synthèse protéique inhibe la 

synthèse de mélatonine, que ce soit en début ou en milieu de stimulation (Gonzalez-Brito 

et al., 1990; Romero et al., 1975; Roseboom et al., 1996). De plus, la stabilité de la protéine 

AA-NAT dépend également de sa protection contre les protéasomes par les mêmes 

mécanismes que ceux décrits chez les ongulés (Gastel et al., 1998). Ainsi, chez les rongeurs, 

un double mécanisme permet l'induction de la synthèse de mélatonine : une néotranscription 

de l'Aa-nat et une régulation post-traductionnelle de la protéine AA-NAT (figure 15). 
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2. Arrêt de la synthèse en fin de nuit 

En fin de nuit, les quantités de mélatonine chutent brutalement pour revenir à un niveau 

basal, quelle que soit l'espèce considérée. Chez le rat, l'arrêt de la sécrétion de mélatonine 

débute avant l'arrivée du jour (Ribelayga et al., 1999a; Tamarkin et al., 1985), alors que chez 

les hamsters syrien et sibérien, il débute avec son arrivée en photopériode longue et avant en 

photopériode courte (Illnerová et al., 1984; Miguez et al., 1995). Malgré ces différences, 

l'arrêt de la synthèse de mélatonine résulte du même mécanisme chez toutes les espèces. 

En fin de nuit, chez le rat, le contenu en NA et sa libération diminuent (Craft et al., 1984; 

Drijfhout et al., 1996a; Drijfhout et al., 1996b). La prolongation de la synthèse de mélatonine 

à la transition nuit/jour et en début de jour est possible par l'infusion d'agonistes adrénergiques 

sur la glande pinéale in vivo (Perreau-Lenz et al., 2005), ce qui démontre bien le rôle de l'arrêt 

de la libération de NA dans l'arrêt de la synthèse de mélatonine en fin de nuit. L'inhibition de 

la synthèse de mélatonine peut être mimée in vivo par l'application d'antagonistes des 

récepteurs adrénergiques ou par l'application d'un flash de lumière, ou in vitro par 

remplacement du milieu de culture par un milieu sans NA. Ces trois traitements résultent en 

une inhibition rapide (de 5 à 15 minutes) de l'accumulation d'AMPc, de l'activité de la PKA et 

de l'activité de l'AA-NAT (Gastel et al., 1998; Illnerová et al., 1979; Klein et al., 1978; Klein 

& Weller, 1972). La diminution de l'activité de l'AA-NAT en fin de nuit est stoppée par des 

inhibiteurs des protéasomes (Gastel et al., 1998). De plus, en fin de nuit, la PKA n'est plus 

activée par l'AMPc et n'active plus CREB, qui est également déphosphorylé par des 

phosphatases (Koch et al., 2003; Maronde et al., 1999b; Maronde et al., 1997b). En parallèle, 

l'accumulation d'ICER, un facteur de transcription inhibiteur entrant en compétition avec 

CREB pour l'accès aux sites CRE ("cAMP Responsive Element") des promoteurs, pourrait 

participer à l'inhibition de la transcription de l'Aa-nat (voir section III.C). Cependant, la 

diminution de l'activité de l'AA-NAT s'effectue avant la diminution de la quantité d'ARNm, 

lesquels ont une demi-vie de 2,5 heures (figure 16, Roseboom et al., 1996), ce qui exclut que 

l'arrêt de la synthèse de mélatonine dépende de la diminution des ARNm de l'AA-NAT. 

En parallèle, d'autres mécanismes participent à l'arrêt de la synthèse de la mélatonine. La 

densité des récepteurs β-adrénergiques diminue en fin de nuit par des mécanismes de 

désensibilisation et de recyclage diminuant ainsi la formation d'AMPc (Pangerl et al., 1990). 

Un mécanisme de désensibilisation a été démontré pour la PKC, diminuant la sensibilité de la 

voie calcique en fin de nuit (Sugden, 1991). De plus, l'activité des phosphodiestérases 

augmente en fin de nuit, participant à la diminution d'AMPc (Kim et al., 2007). 
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Figure 16 : Rythme journalier de l'expression de l'ARNm et de l'activité de l'AA-NAT dans 

la glande pinéale de rat. L'ARNm est exprimé dès 2 heures après le début de la nuit et atteint un 

maximum en milieu de nuit. Une diminution de l'expression a lieu en fin de nuit, avant le début du 

jour, et les valeurs retournent à leur niveau basal en début de jour. L'activité de l'AA-NAT suit 

parfaitement l'augmentation de l'ARNm en début de nuit et atteint un maximum durant la 

deuxième moitié de la nuit. Cependant, le déclin observé dans l'activité anticipe la diminution de 

l'ARNm, supposant donc qu'elle  n'est pas due à la diminution de la transription de l'ARNm codant 

l'enzyme. (d’après Roseboom et al., 1996) 

 

 

L'arrêt de la synthèse de mélatonine en fin de nuit résulte donc principalement de l'arrêt 

de la libération de la NA, qui se traduit par une diminution des niveaux d'AMPc et une 

inactivation de la PKA. L'AA-NAT, n'étant plus protégée par son interaction avec la protéine 

14-3-3, est rapidement dégradée par les protéasomes. Bien que les activités enzymatiques de 

la TpOH et de l'HIOMT soient également diminuées en fin de nuit, c'est l'inhibition de 

l'activité de l'AA-NAT qui est responsable de l'arrêt de la synthèse de mélatonine. 

 

 

E. La synthèse de mélatonine au cours des saisons 

1. Variations dans la durée du pic de sécrétion 

Chez la plupart des espèces, la glande pinéale traduit l'information photopériodique en 

durée de synthèse de mélatonine : plus la nuit s'allonge et plus la durée de synthèse de 

mélatonine est longue (figure 17), jusqu'à un maximum dépendant de l'espèce (rat : Illnerová 

ARNm 

activité 

heure 

A
R

N
m

 (
%

 d
u 

m
ax

im
um

) 

A
ct

iv
ité

 (
nm

ol
es

/g
la

nd
e/

he
ur

e)
 



II. Régulation de la synthèse de mélatonine dans la  glande pinéale des 
mammifères 
 

 INTRODUCTION GENERALE  61 

 
Figure 17 : Rythme de synthèse de mélatonine dans la glande pinéale de hamster sibérien en 

photopériode longue et courte. La durée de synthèse de mélatonine correspond parfaitement à la 

durée de la nuit : longue en photopériode courte et courte en photopériode longue. En plus de cette 

différence dans la durée de synthèse, la quantité de mélatonine augmente en photopériode courte. 

Les barres noires représentent la période nocturne. (d’après Rybelayga et al., 2000) 

 

 

Illnerová & Vanecek, 1980; hamster sibérien : Illnerová et al., 1984; Ribelayga et al., 2000; 

hamster syrien : Brainard et al., 1982; Miguez et al., 1995; hamster d'Europe : Vivien-Roels 

et al., 1992). L'allongement de la synthèse de mélatonine est toujours corrélé à un 

allongement de la durée du pic d'expression de l'ARNm et de l'activité de l'AA-NAT.  

Chez le rat, le délai observé entre le début de la nuit et l'initiation de la synthèse de 

mélatonine s'allonge lorsque la durée de la nuit augmente, alors que l'arrêt de la synthèse 

débute toujours avant la fin de la nuit  (Illnerová & Vanecek, 1980). Ceci est dû la 

transcription de l'Aa-nat, dont le délai d'induction varie exactement de la même manière 

(Engel et al., 2004a; Ribelayga et al., 1999a). Chez cette espèce, quelle que soit la 

photopériode, la glande pinéale peut être stimulée en début de nuit par l'isoprotérénol, 

suggérant une libération plus tardive de la NA en photopériode courte (Illnerová & Vanecek, 

1983). Par ailleurs, la phosphorylation de CREB est plus faible en photopériode courte 

(Foulkes et al., 1996b), sans doute à cause d'une activité plus faible de la PKA (Engel et al., 

2004b), ce qui expliquerait le délai dans la transcription de l'Aa-nat. Enfin, ce délai pourrait 

également être dû à une accumulation du répresseur ICER en début de nuit en photopériode 

courte (voir section III.C.3, Foulkes et al., 1996b). Chez le hamster sibérien, le délai en début 

de nuit varie de la même manière que chez le rat, mais l'arrêt de la synthèse débute avec 

l'arrivée de la lumière en photopériode longue (Illnerová et al., 1984). Chez le hamster syrien, 

le délai d'initiation de la transcription de l'Aa-nat et de la synthèse de mélatonine est identique 
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en photopériode longue et courte (Garidou et al., 2003a; Miguez et al., 1995), et l'arrêt est 

initié par la lumière en photopériode longue et par l'horloge en photopériode courte. Ces 

variations dans la durée du pic d'expression de l’Aa-nat sont certainement conduites par un 

changement du fonctionnement de l'horloge selon la photopériode (voir section I), qui 

induirait une modification de la libération de la NA.  

 

2. Variations dans l'amplitude du pic de sécrétion 

La synthèse de mélatonine est également caractérisée par une variation photopériodique 

de son amplitude chez certaines espèces (figure 17). Chez le rat, outre l'augmentation dans la 

durée, il y a une augmentation de la quantité de mélatonine sécrétée (Ribelayga et al., 1999a). 

Cette augmentation est associée à celle de l'activité de l'HIOMT et non de l'AA-NAT dont la 

transcription et l'activité diminuent. Ce phénomène est encore plus important chez le hamster 

sibérien, où la quantité de mélatonine en photopériode courte est deux fois plus élevée qu'en 

photopériode longue  (Illnerová et al., 1984; Míguez et al., 1996; Ribelayga et al., 2000).  

Cette augmentation n'est pas conduite par l'AA-NAT car sa transcription et son activité, 

sont fortement diminuées en photopériode courte (Illnerová et al., 1984; Ribelayga et al., 

2000). Au contraire, l'activité de l'HIOMT est doublée en photopériode courte, ce qui  

démontre bien que les variations photopériodiques de l'amplitude du pic nocturne de 

mélatonine sont conduites par une  variation de l'activité de l'HIOMT et non de l'AA-NAT. 

Chez le hamster d'Europe, l'activité de l'HIOMT augmente (80%) en photopériode courte 

(Ribelayga et al., 1998b), mais ceci ne semble pas être la cause principale du changement 

dans l'amplitude du pic de mélatonine. En effet, chez cette espèce, la transcription nocturne de 

l'Aa-nat et son activité sont très faibles en photopériode longue et augmentent très fortement 

en photopériode courte (Garidou et al., 2003c). De plus, il est possible d'augmenter l'activité 

de l'AA-NAT et la synthèse de mélatonine en photopériode longue, à des niveaux équivalents 

à ceux observés en photopériode courte, par une injection nocturne d'isoprotérénol. Ceci 

suggère que la variation dans l'amplitude du pic de mélatonine est due à une modification des 

quantités de NA libérées. Néanmoins, l'augmentation de l'activité de l'HIOMT en 

photopériode courte participe également à la régulation photopériodique de l'amplitude de la 

synthèse de mélatonine chez cette espèce (Garidou et al., 2003c; Ribelayga et al., 1998b). 

L'activité de l'HIOMT n'est pas régulée à court terme par la NA, mais sur plusieurs jours ou 

plusieurs semaines. Ainsi, l'augmentation de la durée de synthèse de l'ARNm de l'Hiomt en 

photopériode courte entraîne une accumulation de protéines plus importante, et donc une 
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augmentation de l'activité générale d'environ 40% en photopériode courte chez le rat 

(Ribelayga et al., 1999a). Le même mécanisme a été suggéré chez le hamster d'Europe et le 

hamster sibérien (Ribelayga et al., 1998b; Ribelayga et al., 2000).  

Cependant, la NA ne serait pas le seul neurotransmetteur impliqué. En effet, si chez le rat 

la NA ne régule pas l'activité de l'HIOMT à court terme, le NPY exerce un effet marqué. Dans 

la glande pinéale, le NPY inhibe l'accumulation d'AMPc induite par la stimulation β-

adrénergique, augmente le Ca2+i et inhibe la libération de NA (Simonneaux et al., 1994; 

Simonneaux et al., 1999), causant ainsi une inhibition de l'activité de l'AA-NAT ( Reuss & 

Schröder, 1987) et une augmentation de l'activité de l'HIOMT (Ribelayga et al., 1997). De 

plus, chez le hamster d'Europe, l'innervation NPYergique de la glande pinéale est plus 

abondante en photopériode courte, alors que la NA reste constante (Moller et al., 1998; 

Ribelayga et al., 1998b). Ainsi, le NPY pourrait participer aux variations photopériodiques de 

l'activité de l'HIOMT et réguler l'amplitude du pic de mélatonine. 

 

 

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

contrôle de l'activation de l'AA-NAT 

La synthèse de mélatonine dans la glande pinéale est régulée par plusieurs voies de 

signalisation dont le point de convergence est la régulation des enzymes catalysant sa 

synthèse. Bien que la NA soit le neurotransmetteur principal, d'autres neurotransmetteurs et 

neuromodulateurs agissent sur ces voies de signalisation et modulent positivement et/ou 

négativement la synthèse de mélatonine (Simonneaux & Ribelayga, 2003, pour revue). 

Cependant, peu d'informations sont disponibles sur le rôle physiologique de ces modulateurs 

dans le contrôle du rythme endogène de synthèse de mélatonine.  

D'un point de vue cellulaire et moléculaire, la synthèse rythmique de mélatonine est 

principalement contrôlée par l'activation de l'AA-NAT, l'enzyme limitante dans la genèse du 

rythme de mélatonine. Cette régulation de l'activité de l'AA-NAT fait intervenir à la fois des 

mécanismes transcriptionnels et post-traductionnels, dont l'importance varie en fonction de 

l'espèce considérée (ongulés versus rongeurs). Le rôle de l'HIOMT est également important 

dans la régulation photopériodique de l'amplitude du pic de mélatonine. En fait, ces deux 

enzymes peuvent être considérées comme limitantes de la synthèse de la mélatonine, mais à 

des niveaux différents. L'AA-NAT contrôle l'initiation et l'arrêt de la synthèse (interrupteur 

marche/arrêt), tandis que l'HIOMT limite l'amplitude de la réponse (régulateur d'intensité). 
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III. Régulation transcriptionnelle de l' Aa-nat  chez les rongeurs   

 

Chez les rongeurs (par opposition aux ongulés et primates), la synthèse de mélatonine est 

caractérisée par une très forte régulation transcriptionnelle de l'Aa-nat, dont l'expression est 

augmentée de 100 à 150 fois suite à la stimulation noradrénergique. En cela, la glande pinéale 

constitue un bon modèle pour l'étude de la régulation de l'expression des gènes suite à l'action 

d'un neurotransmetteur. Cependant, la NA n'induit pas seulement une augmentation de 

l'expression de l'Aa-nat, mais également une activation ou une inhibition de nombreux autres 

gènes (Fukuhara et al., 2003; Humphries et al., 2002). Bien qu'une très grande proportion de 

ces gènes interviennent dans le métabolisme général de la glande pinéale, d’autres codent des 

facteurs de transcription pouvant intervenir dans le contrôle transcriptionnel de l'Aa-nat. Une 

analyse récente des interactions protéines/ADN dans la glande pinéale de rat révèle une 

grande diversité dans l'activité des séquences promotrice dont la moitié présente des 

variations journalières, avec soit une activation soit une inhibition (Davies & Carter, 2006). 

Cependant, bien que l'implication directe de certains de ces facteurs de transcription dans la 

régulation de la transcription de l'Aa-nat soit clairement démontrée aujourd'hui, pour d'autres, 

cette implication et surtout les interactions existant entre eux restent encore obscures. 

Le but de cette partie n'est pas de faire un catalogue de tous les facteurs de transcription 

existant, mais uniquement de s'intéresser à ceux qui ont été les plus étudiés dans la glande 

pinéale et pour lesquels un rôle probable a été décrit dans la régulation de la transcription de 

l'Aa-nat (CREB, CREM, le complexe AP 1, les produits des gènes horloges). Nous verrons 

également en quoi leur profil temporel d'expression et les relations de phase existant entre eux 

sont importants dans l'établissement du rythme d'expression de l'Aa-nat.  

 

 

A. Facteurs de transcription et complexe d'initiati on 

L'expression de la plupart des gènes est régulée par des facteurs de transcription se liant 

sur les séquences promotrices de l'ADN, en amont du site d'initiation. Leur importance est 

soutenue par le fait qu'environ 5% du génome humain code ces facteurs, qui pour beaucoup 

ont encore un rôle inconnu (Tupler et al., 2001). Ils constituent les régulateurs principaux du 

fonctionnement des cellules. Leur complexité d'action est assurée par le fait qu'ils n’agissent 

jamais seuls, mais s’associent en complexes activant ou réprimant la transcription des gènes 
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d'une manière plus ou moins spécifique. Ainsi, un même facteur peut avoir deux rôles 

distincts selon le partenaire avec lequel il s'associe (Herdegen & Leah, 1998 pour revue).   

L'activation des récepteurs membranaires aboutit dans un premier temps à la formation de 

messagers secondaires (AMPc, Ca2+, etc) qui activent ou inhibent des protéines kinases 

régulant les facteurs de transcription. Ces derniers sont de deux types : 1) les facteurs de 

transcription constitutifs qui sont exprimés de façon constitutive dans les cellules et sont 

généralement activés par phosphorylation et 2) les facteurs de transcription inductibles qui 

doivent être synthétisés (ARNm et protéine), puis activés avant de se lier à l'ADN et d'exercer 

leur action (Herdegen & Leah, 1998).  

 

L'activation d'un facteur de transcription génère une augmentation de l'affinité de celui-ci 

pour les séquences promotrices des gènes, une facilité d'association avec d'autres facteurs de 

transcription et/ou une activation de la machinerie transcriptionnelle (trans-activation). 

L'activation de la transcription est possible grâce au domaine de trans-activation comprenant 

le site d'activation. Cependant, certains facteurs de transcription ne possèdent pas de domaine 

de trans-activation et agissent donc comme des répresseurs, en empêchant d'autres facteurs de 

transcription de se fixer sur les sites promoteurs. De plus, chaque facteur possédant une 

affinité différente pour l'ADN, un facteur de transcription ayant une faible affinité pour l'ADN 

peut séquestrer un facteur de transcription ayant une forte affinité, diminuant ainsi le potentiel 

trans-activateur de ce dernier (Herdegen & Leah, 1998). La répression ou l'arrêt de la 

transcription peut également venir d'une diminution de l'expression des facteurs de 

transcription par diminution de leur synthèse et/ou dégradation, d'une désactivation, ou encore 

de la dissociation des dimères.  

La spécificité de la transcription d'un gène particulier dépend donc non seulement des 

séquences spécifiques contenues dans son promoteur, qui vont caractériser les protéines 

capables d'agir sur celui-ci, mais également d'un jeu d'activation et de répression variant en 

fonction des dimères de facteurs de transcription présents et de leur affinité pour l'ADN. Pour 

complexifier encore ce schéma, certains facteurs de transcription ne se contentent pas de se 

fixer sur des séquences d'ADN spécifiques, mais peuvent se fixer sur d'autres éléments dont la 

séquence est proche, aboutissant ainsi non seulement à une compétition pour la dimérisation, 

mais également pour les sites de fixation (exemple de CREB et des facteurs AP-1, Herdegen 

& Leah, 1998, voir sections III.C et III.D ). De plus, l'aspect temporel de l'expression de ces 

divers facteurs de transcription apparaît essentiel dans la régulation temporelle de l'expression 

d'un gène.  
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Figure 18 : Représentation schématique des évènements cellulaires à la base de la 

transcription des gènes dans les cellules eucaryotes.  (d'après Orphanides & Reinberg, 2002) 

 

 

L'initiation de la transcription et l'élongation des ARNm des gènes codant des protéines 

chez les eucaryotes sont assurées par l'ARN polymérase II (Pol II, Orphanides & Reinberg, 

2002). Bien que celle-ci soit absolument nécessaire à la synthèse des ARNm, elle est 

incapable d'initier la transcription. Son action nécessite la formation d'un complexe de 

préinitiation composé de facteurs de transcription généraux, nommés "Transcription Factor II" 

(TFII), et d'enzymes modifiant la structure de la chromatine (Orphanides & Reinberg, 2002; 

Woychik & Hampsey, 2002). Ce complexe protéique multimérique se lie au site d'initiation 

(la boîte TATA) via la protéine TBP ("TATA Binding Protein") et permet le recrutement de la 

Pol II (figure 18). Dans ce système, les facteurs de transcription constitutifs et inductibles 

assurent la formation du complexe de préinitiation et sa fixation sur le site d'initiation via 

l'interaction des facteurs de transcription généraux avec le domaine de trans-activation. 

Cependant, ils n'interagissent pas tous directement avec les facteurs de transcription généraux : 

certains recrutent des co-activateurs faisant le lien entre les deux (exemple de CREB et CBP, 

Herdegen & Leah, 1998; Orphanides & Reinberg, 2002; Woychik & Hampsey, 2002, voir 

section III.C). De plus, certains de ces co-activateurs possèdent une activité enzymatique 
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permettant la compaction/décompaction de l'ADN pour réguler l'accès aux promoteurs 

(Orphanides & Reinberg, 2002; Richards & Elgin, 2002), assurant ainsi la liaison du 

complexe de préinitiation à l'ADN, et donc l'action de la Pol II, c'est à dire l'initiation de la 

transcription et l'élongation de l'ARNm (figure 18). 

 

Le rôle des facteurs de transcription est primordial dans l'équilibre activation/répression 

de la transcription suite à l'activation de voies de signalisations spécifiques. L'aspect temporel 

de l'expression d'un gène dépend alors étroitement des séquences régulatrices contenues dans 

son promoteur, mais également des relations temporelles existant entre l'expression des 

différents facteurs de transcription se liant sur ces séquences. L'expression rythmique de 

l'ARNm de l'Aa-nat suite à la stimulation noradrénergique ne déroge pas à ces règles. 

L'analyse du promoteur de l'Aa-nat ainsi que des relations temporelles existant entre les 

différents facteurs de transcription correspondant ont permis de définir l'enchaînement des 

évènements transcriptionnels à la base de la genèse de ce rythme.  

 

 

B. Le promoteur de l' Aa-nat 

Le promoteur de l'Aa-nat a une taille de 2160 paires de bases (pb). Les 200 pb en amont 

du site d'initiation sont les plus importantes car elles sont nécessaires et suffisantes à 

l'induction du gène de l'Aa-nat (Baler et al., 1997; Baler et al., 1999). Du plus éloigné au plus 

proche du site d'initiation, on trouve ainsi un site CRE ("cAMP Responsive Element") liant 

les facteurs de réponses à l'AMPc (CREB, CREM), une boîte CCAAT inversée liant divers 

facteur de transcription dont NF-Y, une région riche en G et C liant les facteur de 

transcription Sp1 et AP-2, une région riche en A et T ressemblant à une boîte TATA et 

servant de site de fixation pour la protéine TBP, une séquence TRE ("Tetradecanoylphorbol-

13-acétate Responsive element") liant les facteurs AP-1, et enfin une E-box (figure 19, Baler 

et al., 1997; Baler et al., 1999). Le promoteur contient également des séquences PIRE 

("Pineal Responsive Element") liant la protéine CRX ("Cone Rod Homeobox"), qui assurerait 

la restriction tissulaire de l'expression de l'Aa-nat (Li et al., 1998).  

En plus de ce promoteur distal, le premier intron (environ 1600 pb) du gène contient 

également de nombreux sites régulateurs et compose ainsi un "enhancer", c'est-à-dire une 

association de séquences régulatrices non-nécessaires à l'induction d'un gène mais assurant 

une potentialisation de l'induction et/ou la spécificité tissulaire et cellulaire de l'expression de 
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ce gène. Cet "enhancer" contient plusieurs sites CRE, deux E-box, plusieurs séquences PIRE 

ainsi qu'un site PCE ("Photoreceptor Constitutive Element"). Les séquences CRE assureraient 

une potentialisation de l'expression, alors que les E-box, les sites PIRE et PCE agiraient en 

synergie afin de restreindre l'expression à la glande pinéale (Baler et al., 1999; Burke et al., 

1999; Chen & Baler, 2000; Humphries et al., 2007).  

L'ensemble de ces séquences régule strictement l'expression de l'Aa-nat, chaque séquence 

étant plus ou moins essentielle dans cette régulation. En termes d'induction du gène, 

l'importance des séquences CRE, AP-1 et PIRE, ainsi que des facteurs de transcription 

associés ont été les plus étudiées. Nous verrons par la suite le rôle de ces différents facteurs 

ainsi que leur importance dans la régulation temporelle de l'expression de l'Aa-nat. 

 

 

 
 

Figure 19 : Composition en séquences régulatrices du promoteur de l'Aa-nat de rat. Le 

promoteur est constitué de deux parties : une première située en amont du site d'initiation et une 

deuxième située dans le premier intron. Les séquences et la localisation (en nombre de nucléotides) 

par rapport au site d'initiation des sites de régulation sont données dans le tableau.  La séquence 

intronique n'est pas absolument nécessaire à l'induction de la transcription de l'Aa-nat, mais 

constitue un "enhancer" permettant d'augmenter l'induction et d'assurer la spécificité tissulaire de 

l'expression. (d'après Baler et al., 1999) 
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C. Facteurs de réponse à l'AMPc : régulation de l' Aa-nat par les sites CRE 

L'AMPc stimule l'expression des gènes via l'activation de facteurs de transcription se 

fixant sur les séquences promotrices palindromiques CRE ("cAMP Responsive Element", 

TGACGTCA) et les séquences ne différant que d'une ou deux bases. La sensibilité des gènes 

à l'AMPc dépend du nombre de séquences CRE contenues dans le promoteur et de leur 

position par rapport à la boîte TATA : plus il y a de séquences CRE proches de la boîte 

TATA, et plus le gène sera sensible (Herdegen & Leah, 1998; Montminy, 1997, pour revues). 

Les protéines activées par l'AMPc appartiennent aux familles CREB ("cAMP Responsive 

Element Binding proteins"), CREM ("CRE Modulators") et ATF-1 ("Activating Transcription 

Factor 1"). Leur activité dépend de leur activation par la PKA, mais également par les MAPK 

et les Ca/CaMK (Herdegen & Leah, 1998; Montminy, 1997).  

Ces facteurs de transcription ont un rôle majeur dans la plupart des processus 

neuroendocrines, plus particulièrement dans la glande pinéale, où l'induction nocturne du 

gène Aa-nat est régulée essentiellement par l'augmentation d'AMPc induite par la stimulation 

adrénergique (voir section II). De plus, le promoteur distal de l'Aa-nat contient une séquence 

ressemblant à CRE (TGACGCCA) dont la mutation entraîne une diminution de l'induction de 

60 à 80% suite à une stimulation noradrénergique (Baler et al., 1997). Le premier intron 

contient également une séquence CRE consensus et deux séquences ressemblant à CRE 

assurant une potentialisation de l'induction (Baler et al., 1999; Burke et al., 1999).  

 

1. Une structure commune 

Les facteurs de transcription assurant la réponse à l'AMPc ont une structure très similaire 

et appartiennent à la famille des protéines à domaine bZIP ("basic Leucine zipper"). Ils sont 

caractérisés par la présence d'un large domaine de trans-activation à l'extrémité N-terminale, 

suivi du domaine bZIP à l'extrémité C-terminale (figure 20A, Meyer & Habener, 1993). Ce 

dernier, très caractéristique, permet à la fois les interactions des protéines entre elles et avec 

l'ADN. La liaison à l'ADN est assurée par une région riche en acides aminés basiques (figure 

20C). La dimérisation des partenaires de cette famille est assurée par un domaine riche en 

Leucine : une tous les 7 résidus sur 4 à 8 tours d'hélice α (figure 20B). Cette configuration 

précise permet la dimérisation des facteurs de transcription via la formation d'une "fermeture 

éclair" ("zipper") (Landschulz et al., 1988). Ce domaine n'est pas exclusif des protéines 

CREB/CREM/ATF-1, mais est également présent dans la famille AP-1, permettant des 

interactions complexes entre différentes sous-familles (Herdegen & Leah, 1998). 
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Figure 20 : Structure générale des protéines à domaines bZIP. (A) Représentation générale des 

domaines fonctionnels composant les facteurs de transcription de la famille CREB/CREM/ATF-1. 

Le domaine permettant la liaison à l'ADN (bZIP) se trouve à l'extrémité C-terminale de la protéine. 

Il contient une région riche en acides aminés basiques (BR) impliquée dans la reconnaissance de 

l'ADN et un domaine riche en Leucine constituant le "Leucine Zipper" (LZ) et assurant la 

dimérisation des facteurs de transcription. Le domaine de trans-activation se trouve à l'extrémité 

N-terminale de la protéine. Il est composé de deux régions riches en Glycine (Q-rich) et d'un 

domaine de phosphorylation (P-Box) riche en Sérines (S) assurant la régulation du facteur de 

transcription par la PKA et d'autres kinases. (B) Schéma des tours d'hélices du domaine LZ d'un 

dimère CREB-CREB. Les deux protéines se placent en antisens. La superposition des Leucine (L) 

est encadrée. (C) Schématisation de la fixation d'un dimère de protéines bZIP à l'ADN. L'hélice 

distale s'enroule autour de l'ADN. Le domaine LZ est ici perpendiculaire à l'ADN et le domaine de 

trans-activation s'écarte de l'ADN pour pouvoir interagir avec d'autres protéines de la machinerie 

transcriptionnelle. (d'après Meyer & Habener, 1993) 
 

 

2. CREB : un élément activateur 

a) Induction de la transcription 

CREB est le premier facteur à domaine bZIP à avoir été caractérisé (Montminy & 

Bilezikjian, 1987). CREB est une protéine ubiquitaire de 43 kD dont l'expression constitutive 

et exclusivement nucléaire est assurée par la présence de trois sites de liaison au facteur de 

transcription Sp1 dans le promoteur, une traduction continue et une séquence permettant la 

translocation continue dans le noyau (Gonzalez & Montminy, 1989; Meyer & Habener, 1993; 
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Waeber & Habener, 1991). Deux isoformes de 327 et 341 acides aminés coexistent, les deux 

ayant la même activité de fixation à l'ADN et d'initiation de la transcription (Berkowitz & 

Gilman, 1990). La protéine CREB contient un large domaine de trans-activation et une région 

bZIP (figure 20A). L'activation de CREB par l'AMPc est principalement conduite par la PKA, 

dont les sous-unités catalytiques transloquent dans le noyau (Hagiwara et al., 1993; Meinkoth 

et al., 1993). Celle-ci phosphoryle CREB sur la sérine 133 (133Ser) de la P-Box (domaine de 

phosphorylation riche en sérines), ce qui permet d'activer la trans-activation (Hoeffler & 

Habener, 1990; Lamph et al., 1990; Lee et al., 1990; Montminy & Bilezikjian, 1987; 

Montminy et al., 1990a; Montminy et al., 1990b; Yamamoto et al., 1988; Yamamoto et al., 

1990). CREB peut également être activé par les MAPK et par le Ca2+, via l'activation des 

Ca/CaMK (Herdegen & Leah, 1998; Meyer & Habener, 1993; Montminy, 1997). 

CREB est continuellement lié aux séquences CRE sous forme d'homodimères ou 

d'hétérodimères avec d'autres protéines bZIP. Son activation par la PKA induit non seulement 

la trans-activation, mais augmente également l'affinité des dimères sur les sites CRE à faible 

affinité (Nichols et al., 1992). L'activation de CREB par la phosphorylation de la 133Ser 

permet tout d'abord l'interaction directe de CREB avec le co-activateur CBP via la P-box 

(Chrivia et al., 1993; Parker et al., 1996). CBP interagit ensuite avec TFIIB pour permettre le 

recrutement de la Pol II (Kee et al., 1996; Kim et al., 1998; Nakajima et al., 1997). La 

phosphorylation favorise également l'interaction indirecte des domaines riches en glycines de 

CREB avec TFIID (Nakajima et al., 1997). L'association entre CREB et CBP permet 

également des modifications de la chromatine, car CBP peut acétyler les histones (voir 

section III.G, Goldman et al., 1997; McManus & Hendzel, 2001). Cependant, il semblerait 

que d'autres sites de phosphorylation soient également importants. En effet, la 

phosphorylation de la 142Ser active également CREB (Gau et al., 2002), mais la mutation de 

ce résidu, bien que diminuant fortement les propriété de trans-activation de CREB, ne modifie 

pas l'interaction entre CREB et CBP (Sun & Maurer, 1995). 

 

b) CREB et synthèse de mélatonine 

L'expression de CREB est constitutive dans la glande pinéale de rat (figure 21, Maronde 

et al., 1999b; Maronde et al., 1999c; Roseboom & Klein, 1995). In vivo et in vitro, il est 

continuellement lié aux séquences CRE, et la NA n'altère pas cette liaison (Roseboom & 

Klein, 1995). L'utilisation de la technique d' "Electrophoretic Mobility Shift Assay" (EMSA) 

a montré que CREB était le facteur majeur liant les séquences CRE dans la glande pinéale.  
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Figure 21 : Profils d'expression et  d'activation de CREB dans la glande pinéale de rat. (A) 

CREB est exprimé constitutivement dans la glande pinéale de rat. Sa phosphorylation en pCREB 

est rapide et prolongée. Il est rapidement déphosphorylé en fin de nuit, en parallèle de la 

diminution de l'expression de l'ARNm de l'Aa-nat. (B) CREB se fixe sur les séquences CRE des 

promoteurs des gènes, dont celui de l'Aa-nat. Des homogénats cellulaires de glande pinéale ont été 

incubés avec des oligonucléotides mimant la séquence CRE marqués avec des atomes radioactifs 

(contrôle), puis mis en présence soit d'un excès de divers oligonucléotides de séquences 

correspondant aux séquences CRE de divers gènes (sstCRE, Aa-natCRE et c-fosCRE) ou TRE, 

soit d'anticorps anti-CREB. La diminution de radioactivité correspondant à la compétition entre les 

divers oligonucléotides est ensuite visualisée. Les diverses séquences CRE utilisées ici déplacent 

la liaison entre des facteurs de transcription présents dans les homogénats et les séquences CRE 

radioactives. Ce facteur de transcription est certainement CREB car la liaison est également 

fortement réduite suite à l'ajout d'anticorps anti-CREB. Cependant, les séquences TRE déplacent 

également la liaison, suggérant que les facteurs spécifiques de ces séquences se lient sur les CRE 

ou que CREB se lie sur les TRE. [d'après Maronde et al., 1999 (A) et Baler et al., 1997 (B)] 
 

 

Cependant, cette technique a également révélé un déplacement de la liaison des facteurs se 

liant aux séquences CRE par l'ajout de séquences TRE dans les homogénats, démontrant que 

soit les facteurs spécifiques de cette séquence se fixent également sur les sites CRE, soit que 

CREB se fixe sur les séquences TRE (Baler et al., 1999). En effet, CREB, associé à CREM, 

se lie sur les sites TRE  (Masquilier & Sassone-Corsi, 1992) et c-FOS et c-JUN, deux 

protéines AP-1, lient les sites CRE, mais sans se dimériser directement avec CREB ou CREM 

(Hoeffler et al., 1989; Sassone-Corsi et al., 1990). 

In vitro, l'activation de CREB sur la 133Ser est rapide (dès 5 minutes) et maximale 30 à 45 

minutes après la stimulation noradrénergique (Maronde et al., 1999b; Maronde et al., 1997b; 

Maronde et al., 1999c; Roseboom & Klein, 1995; Spessert et al., 2000; Tamotsu et al., 1995).  
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L'activation de CREB est directement dépendante de la stimulation β-adrénergique : elle est 

mimée par le dbcAMP et l'isoprotérénol et inhibée par le propranolol (Roseboom & Klein, 

1995; Spessert et al., 2000; Tamotsu et al., 1995). La stimulation des récepteurs β-

adrénergiques induit plus spécifiquement l'activation de la PKA de type II qui transloque dans 

le noyau pour phosphoryler CREB. L'inhibition de celle-ci diminue la phosphorylation et la 

liaison de CREB sur les séquences CRE (Maronde et al., 1997a; Maronde et al., 1997b; 

Maronde et al., 1999c; Roseboom & Klein, 1995). La stimulation α-adrénergique n'a d'effet ni 

sur l'induction directe de pCREB, ni sur la potentialisation de cette induction par la voie β-

adrénergique. Cependant, l'application de chlorure de potassium ou d'ouabaïne augmente la 

phosphorylation de CREB dans les pinéalocytes, démontrant ainsi un rôle du Ca2+ dans 

l'induction de pCREB, mais passant par une autre voie que l'activation des récepteurs α-

adrénergiques (Roseboom & Klein, 1995). L'induction de pCREB dans la glande pinéale est 

très sensible car nécessite environ cent fois moins de NA que la stimulation de l'Aa-nat ou de 

la mélatonine (Stehle et al., 2001).  

In vivo, l'induction de pCREB est rapide, précède celle de l'Aa-nat en début de nuit 

(figure 21), et est prolongée jusqu'en milieu de nuit (Maronde et al., 1999a; von Gall et al., 

2000a), traduisant les besoins d'une quantité continue pendant toute la période d'activation 

nécessaire à l'expression prolongée des gènes induits par l'AMPc (Baker et al., 2004). 

L'importance du rôle de pCREB dans l'induction de l'ARNm de l'Aa-nat est soutenue par le 

fait que la cycloheximide appliquée en début de nuit n'a aucun effet sur cette induction, 

démontrant bien l'implication d'un facteur de transcription constitutif (Roseboom et al., 1996). 

En fin de nuit, l'expression de pCREB diminue fortement, en parallèle de celle de l'Aa-nat et 

de la libération de NA (Drijfhout et al., 1996a; Drijfhout et al., 1996b; Maronde et al., 1999a). 

Cette diminution de l'expression de pCREB est principalement conduite par l'arrêt de la 

libération de la NA, mais également par l'activation de phosphatases, transloquant dans le 

noyau suite à la stimulation noradrénergique, et déphosphorylant CREB (Koch et al., 2003). 

Ce mécanisme participe directement à la diminution de l'expression de l'Aa-nat en fin de nuit. 

En effet, l'ajout d'inhibiteurs de ces phosphatases à des pinéalocytes en cultures stimulés à la 

NA prolonge non seulement l'expression de pCREB suite au retrait de la NA du milieu de 

culture, mais également celle de l'Aa-nat (Koch et al., 2003). Ce mécanisme permet donc de 

diminuer l'expression de pCREB en fin de nuit et agit en complément de la diminution 

d'AMPc suite à l'arrêt de la libération de NA et de l'augmentation d'expression des 

phosphodiestérases (voir section II.D.2 ). 
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La régulation du profil d'expression de pCREB dans la glande pinéale par la NA semble 

primordiale à l'expression rythmique de l'Aa-nat. Son activation/inactivation rapide permet 

l'initiation rapide et la terminaison de la transcription de l'Aa-nat. Cependant, d'autres facteurs 

de transcription de la famille des protéines à domaines bZIP semblent participer à 

l'établissement de ce rythme, notamment les protéines de la famille CREM. 

 

3. CREM : un modulateur de CREB 

a) Les protéines CREM 

Les protéines CREM sont exprimées constitutivement et sont structurellement très 

proches de CREB, bien que dérivant d'un gène différent (Meyer & Habener, 1993; Sassone-

Corsi, 1995; Sassone-Corsi, 1998). Elles se distinguent de CREB par le codage de deux 

domaines bZIP, ayant des affinités différentes pour l'ADN (Foulkes et al., 1991a). Les 

différentes isoformes, dérivant de l'épissage alternatif du même gène très conservé entre les 

espèces, ont des activités différentes en fonction des domaines exprimés (figure 22; Foulkes 

et al., 1991a; Laoide et al., 1993; Sassone-Corsi, 1998). Ainsi, les isoformes CREMτ, 

possédant un ou deux domaines riches en glycine (Q-rich), sont des activateurs, alors que les 

isoformes CREMα/β/γ, en étant dépourvues, sont des répresseurs (Delmas et al., 1992; 

Foulkes et al., 1991a; Foulkes et al., 1991b). Toutes les isoformes (excepté ICER) possèdent 

le domaine P-Box, qui semble remplir une fonction différente suivant l'isoforme. Comme 

pour CREB, la P-Box est phosphorylée par la PKA, aboutissant soit à l'activation des 

isoformes activatrices, soit à l'inhibition des répresseurs (Foulkes et al., 1991b; Laoide et al., 

1993; Sassone-Corsi, 1995; Sassone-Corsi, 1998). Les différentes protéines CREM dimérisent 

entre elles et avec CREB via le domaine bZIP, aboutissant donc soit à une activation soit à 

une inhibition de la transcription par bloquage des sites de liaison ou par inhibition des 

propriétés de trans-activation de CREB. 

Au sein de cette famille, une protéine a plus particulièrement attiré l'attention : ICER 

("Inducible cAMP Early Repressor"). ICER est une petite protéine d'environ 15 kD exprimée 

sous la forme de 4 isoformes ayant des propriétés de liaison à l'ADN identiques (Burkart et al., 

2006; Stehle et al., 1993) et se distinguant essentiellement par le domaine bZIP exprimé et la 

présence ou non d'un exon γ supplémentaire (figure 22).  Elles dérivent de la transcription du 

gène CREM à partir d'un promoteur alternatif (P2) situé après les exons codant le domaine de 

trans-activation (figure 22, Delmas et al., 1992; Molina et al., 1993).  
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Figure 22 : Structure du gène CREM et des diverses isoformes traduites.  Le gène CREM 

contient deux promoteurs : le premier (P1) permet la synthèse des protéines CREM et le deuxième 

(P2) conduit spécifiquement la synthèse de protéines ICER. Par un mécanisme d'épissage alternatif 

des ARNm, plusieurs isoformes découlent de la traduction, se distinguant l'une de l'autre par les 

domaines exprimés. Les isoformes ne contenant pas les domaines riches en glycine (Q1 et Q2) 

agissent comme des répresseurs car elles n'ont pas de propriétés de trans-activation. Les autres 

isoformes contenant soit Q1, soit Q2, soit les deux sont activatrices. Les 4 isoformes ICER se 

distinguent par l'absence totale du domaine de trans-activation (région Q et P-box), et sont donc 

également des répresseurs. Elles possèdent aussi une région supplémentaire spécifique de ces 

protéines (Is). Le gène CREM est particulier car il code deux domaines bZIP différents, chaque 

protéine exprimant l'un des deux. (d'après Uyttersproot et al., 1999) 
 

 

 

L'absence de domaines de trans-activation et de phosphorylation fait de cette protéine un 

répresseur des gènes induits par l'AMPc, dont l'activité ne dépend que de la quantité exprimée.  

ICER forme des homodimères ou des hétérodimères avec CREB et les autres protéines 

CREM, réprimant ainsi la transcription soit par occupation des sites CRE, soit par 

séquestration de CREB et des protéines CREM activatrices. Son pouvoir répresseur est très 

fort car il inhibe la transcription induite par pCREB à des doses sub-stoechiométriques 

(Foulkes et al., 1996a). Il constitue une exception dans la famille CREB/CREM/ATF, car son 

expression n'est pas constitutive. En effet, la présence de 4 sites CRE dans le promoteur P2 du 

gène CREM rend son expression uniquement dépendante de l'activation de CREB par l'AMPc 

(Lamas et al., 1996; Molina et al., 1993; Stehle et al., 1993). Cette induction tardive par 

rapport à l'activation de pCREB et son affinité forte pour les séquences CRE en ferait un 
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acteur principal dans la nature transitoire de l'induction des gènes dépendants de l'AMPc, y 

compris lui-même (Foulkes et al., 1996a; Lalli et al., 1996; Lamas & Sassone-Corsi, 1997; 

Sassone-Corsi, 1998). Ainsi, le rapport temporel existant entre l'expression de pCREB et 

ICER serait le principal paramètre régulant l'induction des gènes dépendant de l'AMPc : le 

ratio en début de stimulation serait en faveur de l'activation par pCREB, alors que celui en fin 

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

 

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

ICER est un facteur de transcription important dans la régulation de nombreux processus 

neuroendocrines et cérébraux (Mioduszewska et al., 2003; Sassone-Corsi, 1998; Stehle et al., 

2001). Son importance dans la glande pinéale de rat a été suggérée suite à sa découverte en 

tant qu'isoforme majeure de CREM exprimée dans cette structure (Stehle et al., 1993). 

L'ARNm d'Icer est fortement exprimé selon un rythme journalier et circadien, dépendant de la 

libération de NA, puisque inhibé par une ganglionectomie (Stehle et al., 1993). Son induction 

dépend majoritairement de la stimulation β-adrénergique car elle est inhibée par le 

propranolol et stimulée par l'isoprotérénol et les analogues de l'AMPc (Pfeffer et al., 1999; 

Stehle et al., 1993). L'expression des ARNm augmente rapidement en début de nuit pour 

devenir maximale en milieu de nuit, puis diminue progressivement jusqu'à un minimum en fin 

de nuit/début de jour (figure 23, Maronde et al., 1999a). L'expression de la protéine chez le 

rat et la souris suit parfaitement celle de l'ARNm, avec un maximum en fin de nuit/début de 

jour. Cependant, ICER ayant une demi-vie relativement longue, les niveaux restent élevés 

durant le jour et redeviennent minimaux en début de nuit suivante (figure 23, Maronde et al., 

1999a; von Gall et al., 2000b). La liaison d'ICER sur le promoteur de l'Aa-nat est spécifique 

des sites CRE, où il exerce une forte inhibition de la transcription. En effet la transfection de 

pinéalocytes avec ICER inhibe la fixation de pCREB sur les sites CRE, à des concentrations 

sub-stoechiométriques, démontrant ainsi le fort pouvoir répresseur d'ICER sur la transcription 

induite par pCREB (Foulkes et al., 1996a). De plus, l'induction de l'ARNm d'Icer de jour en 

LD dans la glande pinéale de rat est réprimée, sans doute à cause de sa forte expression durant 

cette période (Stehle et al., 1993). L'Aa-nat étant massivement régulée par l'AMPc et donc par 

pCREB, l'ensemble de ces résultats a tout naturellement laissé suggérer qu'ICER serait le 

principal responsable de la terminaison de la transcription de l'Aa-nat en fin de nuit. En effet, 

en observant les profils d'expression de pCREB et d'ICER, on s'aperçoit que le ratio en début 

de nuit est en faveur de pCREB, ce qui se traduit par une activation de l'Aa-nat. En fin de nuit,  
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Figure 23 : Rôle de la protéine ICER dans l'établissement du rythme d'expression de l'Aa-

nat. (A) Profils d'expression de l'ARNm et de la protéine ICER dans la glande pinéale de rat en 

LD 12:12. (B) Effet de l'invalidation de l'expression d'ICER dans des pinéalocytes en culture sur la 

synthèse de mélatonine. Les pinéalocytes ont été transfecté avec des oligonucléotides sens 

(pICERs) et antisens (pICERas) ciblant l'ARNm d'Icer, puis stimulés pendant 2 heures avec de la 

NA. L'expression de la mélatonine est suivie pendant 12 heures. La sous-expression d'ICER ne 

change pas le profil de sécrétion de la mélatonine mais augmente de deux fois les quantités 

sécrétées. (C) Effet de la sous-expression et de la sur-expression d'ICER dans des pinéalocytes en 

culture. Les cellules ont été transfectées avec des adénovirus codant  soit des ARN interférents 

ciblant l'ARNm d'Icer, soit la séquence complète d'Icer (sur-expression), puis stimulés pendant 6 

heures avec de la NA. Contrairement à l'expérience précédente, la sous-expression d'ICER n'a 

aucun effet sur la synthèse de mélatonine, alors que la sur-expression inhibe fortement celle-ci. 

(d'après Maronde et al., 1999 (A et B) et Ho et al., 2006 (C)) 

 

 

ce ratio est nettement en faveur d'ICER, ce qui se traduirait en une inhibition de la 

transcription de l'Aa-nat (Maronde et al., 1999a; von Gall et al., 2000a). De plus, l'inhibition 

de l'expression d'ICER, in vivo chez des souris mutantes pour CREM ou in vitro par 

l'utilisation d'oligonucléotides antisens, augmente fortement l'expression de l'Aa-nat (ARNm 

et protéine) et la sécrétion de mélatonine endogènes et induites par la NA (figure 23, Foulkes 

et al., 1996a; Maronde et al., 1999a; Pfeffer et al., 2000). Seulement, le décours temporel de 

A. 

B. C. 
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l'Aa-nat en fin de nuit ou de stimulation est identique, que l'expression d'ICER soit réprimée 

ou non (figure 23), invalidant donc cette hypothèse. De plus, ces résultats ont été infirmés 

récemment par une étude révélant que la sous-expression d'ICER in vitro par des ARN 

interférants n'avait aucun impact sur l'induction de l'Aa-nat, et ce aux même points horaires 

que dans l'étude précédente (figure 23, Ho et al., 2007b). ICER ne serait donc pas 

responsable de la terminaison de la transcription de l'Aa-nat, mais pourrait participer à la 

diminution du ratio d'induction de cette dernière, en conjonction avec la diminution d'AMPc 

et la déphosphorylation progressive de CREB, pour limiter les niveaux maximaux atteints. 

De ces différentes études, une autre hypothèse a émergé selon laquelle ICER pourrait être 

responsable des variations photopériodiques de l'amplitude du pic de l'Aa-nat. En effet, 

l'expression du gène CREM est corrélée à la longueur de la nuit et résulte en une expression 

plus longue d'ICER en photopériode courte, avec des niveaux diurnes et en début de nuit plus 

importants en photopériode courte qu'en photopériode longue. Ainsi, par sa forte expression 

en début de nuit, ICER pourrait être responsable du délai observé dans l'induction de l'Aa-nat 

en photopériode courte d ans la glande pinéale de rat (Foulkes et al., 1996b).  

Un dernier rôle a également été proposé dans l'établissement du rythme de l'Aa-nat à l'âge 

adulte. En effet, durant le développement embryonnaire chez le rat, l'Aa-nat a une expression 

constitutive très élevée et ICER n'est pas exprimé (Stehle et al., 1995). A la fin de la première 

semaine post-natale, le rythme journalier d'ARNm de l'Aa-nat se met en place, en parallèle du 

rythme d'expression d'ICER qui, selon cette hypothèse, serait responsable de l'inhibition 

diurne de l'expression de l'Aa-nat. Cependant, il est important de noter ici que dans les 

expériences de sous expression d'ICER, l'expression rythmique de l'Aa-nat est toujours visible 

et les niveaux de base ne sont pas augmentés. Ceci suggère que la mise en place du rythme de 

l'Aa-nat dépend essentiellement de la mise en place de l'innervation noradrénergique, générant 

également le rythme d'ICER. 

Enfin ICER pourrait également avoir un impact sur d'autres gènes impliqués dans la 

synthèse de mélatonine, comme il a été suggéré pour l'expression des récepteurs β-

adrénergiques (Pfeffer et al., 1998).  

 

 

D. Les protéines du complexe AP-1 : activation ou r épression ? 

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

spécifiquement sur les séquences TRE des promoteurs (Lee et al., 1987). Aujourd'hui, cette 
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terminologie fait référence à tous les dimères formés au sein des familles JUN et FOS. FOS et 

JUN sont des protéines dont la taille est comprise entre 300 et 400 acides aminés. La famille 

FOS comprend 4 membres identifiés chez les mammifères (c-FOS, FOS-B, Fra-1 et Fra-2, 

pour "FOS Related Antigen") et la famille JUN en compte 3 (c-JUN, JUN-B et JUN-D) 

(Herdegen & Leah, 1998). Contrairement aux protéines CREB/CREM/ATF, les facteurs AP-1 

ne sont pas constitutifs, mais nécessitent d'être synthétisés puis activés. Cette synthèse est très 

rapide suite à un stimulus, ce qui leur a valu d'être qualifiés de gènes précoces. Ces protéines 

contiennent un domaine bZIP qui permet leur dimérisation entre eux, mais également avec les 

autres protéines à domaine bZIP, complexifiant encore leurs possibilités d'action. De plus, la 

formation des dimères apparaît spécifique du type cellulaire et de l'expression temporelle des 

différents acteurs. La fonction des protéines FOS et JUN dépend donc du contexte cellulaire 

dans lequel elles sont présentes (Chinenov & Kerppola, 2001). 

 

1. FOS et JUN : interactions et rôles physiologique s 

La grande différence entre les protéines FOS et JUN tient essentiellement dans la position 

des domaines bZIP et de trans-activation. Alors que les protéines JUN sont organisées selon 

le schéma observé pour CREB/CREM/ATF, avec le domaine de trans-activation en N-

terminal et le domaine bZIP en C-terminal, les protéines FOS ont une organisation inversée 

(figure 24, Hess et al., 2004). De ce fait, les protéines FOS ne peuvent que s'hétérodimériser 

avec les protéines JUN, alors que ces dernières peuvent s'homodimériser. De plus, la position 

centrale du domaine bZIP rend la liaison à l'ADN de FOS possible uniquement suite à 

l'interaction avec les protéines JUN. Cependant, cette interaction semble nécessaire pour 

augmenter le pouvoir de liaison à l'ADN et de trans-activation des protéines JUN. Par 

exemple, c-JUN a une forte affinité pour les séquences de l'ADN lorsqu'il s'homodimérise, 

mais son activité et son affinité sont encore augmentées lorsqu'il s'hétérodimérise avec c-FOS 

(Halazonetis et al., 1988; Ryseck & Bravo, 1991; Sassone-Corsi et al., 1990). De plus, les 

protéines JUN-B et JUN-D, ne présentant que peu d'homologie avec c-JUN et ne possédant 

respectivement que 20% et 60% de son activité, se retrouvent être de forts activateurs 

trancriptionnels lorsqu'ils sont associés à c-FOS (Hirai et al., 1989; Ryseck & Bravo, 1991).  

L'interaction des protéines AP-1 entre elles peut donner lieu à 18 dimères, tous ayant des 

propriétés de liaison à l'ADN et de trans-activation différentes, en faisant soit des activateurs 

soit des répresseurs (Herdegen & Leah, 1998; Hess et al., 2004; Mechta-Grigoriou et al., 

2001). Par exemple, la dimérisation entre Fra2 et JUN-D donne lieu à une forte activation  
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Figure 24 : Structure des protéines c-FOS et c-JUN. La structure des deux protéines est 

similaire en termes de domaines présents. Toutes deux possèdent une région basique et le domaine 

Leucine zipper. Le domaine de trans-activation contient un site d'ancrage pour des protéines 

kinases : JNK pour c-JUN et ERK pour c-FOS. Les principaux acides aminés modifiés sont 

indiqués en rouge et leur position dans la séquence est indiquée. La différence majeure tient dans 

la position du domaine de trans-activation qui se situe à l'extrémité N-terminale de la protéine 

pour c-JUN et à l'extrémité C-terminale pour c-FOS. (d'après Hess et al., 2004) 
 

 

 

transcriptionnelle (augmentation de 150% de l'activité normale de JUN-D), celle entre Fra2 et 

c-JUN diminue cette activation (d'environ 30%), et l'interaction entre c-FOS et c-JUN ou 

JUN-D l'augmente (Suzuki et al., 1991). Ceci démontre bien qu'une seule et même protéine 

peut avoir deux fonctions selon le partenaire avec lequel elle agit. Le cas de JUN-B est 

également fort intéressant. Cette protéine a une faible affinité pour l'ADN, ce qui fait que les 

dimères JUN-B/JUN-B sont généralement inactifs dans l'activation des promoteurs via les 

sites TRE. En se dimérisant avec c-JUN ou JUN-D, JUN-B inhibe le potentiel trans-

activateur de ces deux protéines essentiellement en diminuant leur affinité pour l'ADN (Deng 

& Karin, 1993; Mechta-Grigoriou et al., 2001; Metz et al., 1994; Ryseck & Bravo, 1991). Il 

apparaît donc clairement que les relations temporelles dans la présence de ces différentes 

protéines définissent un jeu d'activation/inhibition des promoteurs des gènes très précis.  

En plus de ces interactions complexes, les dimères AP-1 ne sont pas uniquement 

spécifiques des séquences TRE, mais ils peuvent également se lier aux sites CRE des 

Région basique : liaison à l’ADN 

Leucine zipper : dimérisation 

Domaine N-terminal de 

trans-activation de JUN 

Domaine C-terminal de 

trans-activation de FOS 
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promoteurs, qui ne diffèrent des TRE que d'une seule base (TRE: TGAGTCA; CRE: 

TGACGTCA). Ainsi, les dimères c-JUN/c-JUN et c-FOS/c-JUN se lient avec la même 

affinité sur les sites TRE et CRE pour activer la transcription, et leur affinité est même plus 

forte pour ces dernières que celle de CREB (Ryseck & Bravo, 1991; Sassone-Corsi et al., 

1990). Cependant, tous les dimères ne sont pas capables de se fixer sur les sites CRE. De plus, 

il semblerait que cette fixation soit spécifique de certains gènes, en fonction des séquences 

régulatrices entourant les sites CRE (Chinenov & Kerppola, 2001; Herdegen & Leah, 1998). 

 L'activation de la transcription des gènes par le complexe AP-1 est conduite par 

l'association des différents facteurs de transcription avec le complexe de préinitiation ou des 

co-activateurs. Par exemple, c-JUN peut s'associer avec CBP et TFIID (Arias et al., 1994; 

Oehler & Angel, 1992), et c-FOS avec CBP, TFIID et TBP (Metz et al., 1994). Les capacités 

de trans-activation sont augmentées par la phosphorylation du domaine de trans-activation 

essentiellement via les MAPK (JNK pour JUN et ERK1/2 pour FOS, figure 24), mais 

également par d'autres kinases comme FRK ("FOS Regulated Kinase") et GSK3 ("Glycogen 

Synthase Kinase 3") (Herdegen & Leah, 1998; Hess et al., 2004; Karin, 1995). Originellement, 

ces facteurs de transcription ont été caractérisés comme conduisant les effets de la stimulation 

de la PKC. Cependant, ils apparaissent aujourd'hui comme un centre de convergence de 

multiples voies de signalisation (sérum, Ca2+, AMPc) et de multiples protéines kinases 

(Herdegen & Leah, 1998; Sng et al., 2004). De plus, ces voies de signalisation semblent plus 

ou moins spécifiques en fonction du type cellulaire, rendant une généralisation très difficile. 

C'est pourquoi je ne décrirai que l'activation étudiée dans la glande pinéale des mammifères.  

 

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

Les facteurs du complexe AP-1 sont exprimés dans la glande pinéale de rat suite à une 

stimulation noradrénergique. L'expression de c-FOS, c-JUN, JUN-B, JUN-D et Fra-2 a plus 

particulièrement été étudiée (Baler & Klein, 1995; Carter, 1997). La régulation de cette 

induction par la stimulation noradrénergique diffère selon le facteur considéré. In vivo et in 

vitro, les ARNm de c-fos et jun-B sont fortement exprimé, de façon rapide et transitoire dès 2 

heures après la stimulation noradrénergique (Carter, 1990; Carter, 1992; Carter, 1993a). Leur 

régulation diffère par le type de récepteur impliqué. c-fos est induit massivement par la 

stimulation α-adrénergique, alors que jun-B est régulé à la fois par les voies α- et β-

adrénergiques. En ce qui concerne l'induction des protéines, les études réalisées in vitro sont 

quelque peu contradictoires, avec soit un faible effet de la stimulation  β-adrénergique sur c-
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FOS, et pas d'induction de la protéine JUN-B par la NA (Chetsawang et al., 2001), soit une 

nette stimulation de c-FOS par l'AMPc (Tuulivaara & Koistinaho, 1991) ou encore une 

stimulation de c-FOS et JUN-B suite à la stimulation noradrénergique (Carter, 1994) ou de c-

FOS uniquement avec de fortes doses de NA (Baler & Klein, 1995). In vivo, la protéine c-

FOS a été décrite avec une expression constitutive sur 24h (Baler & Klein, 1995). 

L'expression de jun-D ne varie pas sur 24h, et ne semble pas régulée par la NA car ni les 

agonistes ni les antagonistes adrénergiques n'altèrent son expression (Carter, 1992). 

L'expression de c-jun est en revanche diminuée en début de nuit suite à la stimulation β-

adrénergique via une inhibition par la PKA (Carter, 1992). Cependant, ce dernier est stimulé 

in vitro par la stimulation noradrénergique,  résultant certainement d'une action antagoniste 

d'une voie activatrice par la PKC et inhibitrice par la PKA (Carter, 1992; Carter, 1993b). Le 

dernier de cette longue série, Fra-2, est également induit par la stimulation β-adrénergique, 

avec un minimum pendant le jour et un maximum en milieu/fin de nuit chez le rat (Baler & 

Klein, 1995; Engel et al., 2005; Guillaumond et al., 2000). 

L'activité de fixation des protéines AP-1 sur les séquences TRE suit un rythme journalier 

et circadien, avec un maximum en fin de nuit (figure 25, Baler & Klein, 1995; Carter, 1994; 

Guillaumond et al., 2000). Ce rythme est contrôlé par l'horloge, car il disparaît en LL et 

persiste en DD (Carter, 1994), et est inhibé suite à une exposition à la lumière durant la nuit 

(Guillaumond et al., 2000). Cependant, l'analyse de la composition du complexe AP-1 par 

EMSA diverge selon les auteurs. Pour certains JUN-D et JUN-B seraient les composants 

principaux du complexe, avec JUN-D lié à l'ADN quelque soit l'heure de la journée et JUN-B 

durant la nuit. c-FOS ne ferait pas partie du complexe, excepté in vitro (Carter, 1994). Pour 

d'autres auteurs, JUN-D, c-JUN et Fra-2 seraient les composant majeurs, et c-FOS et JUN-B 

ne participeraient que faiblement en fin de nuit (figure 25, Guillaumond et al., 2000; Smith 

et al., 2001). Ce profil particulier de fixation à l'ADN a laissé supposer un rôle répresseur du 

complexe AP-1 dans la transcription de l'Aa-nat en fin de nuit. Fra-2 a été décrit comme la 

protéine majeure conduisant cet effet, essentiellement grâce à son rôle d'inhibiteur décrit dans 

la littérature et à son profil d'expression qui colle parfaitement avec une inhibition de l'Aa-nat 

en fin de nuit (Baler & Klein, 1995; Guillaumond et al., 2000). Cependant, l’utilisation de 

dominants négatifs pour Fra-2 chez des rats in vivo, ou la sous-expression de Fra-2 in vitro ne 

modifie absolument pas le profil d'expression de l'Aa-nat, invalidant donc cette hypothèse (Ho 

et al., 2007b; Smith et al., 2001). Néanmoins, d'autres gènes semblent affectés, par exemple 

Dio2. En effet, la conséquence des deux expériences précédentes est l'augmentation de  
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Figure 25 : Profil temporel de fixation des protéines AP-1 sur les séquences TRE dans la 

glande pinéale de rat. La fixation de protéines sur des séquences oligonucléotidiques TRE a été 

étudiée par la technique d'EMSA. La contribution respective des différents facteurs formant le 

complexe AP-1 a été évaluée en mesurant la diminution du signal AP-1 spécifique résultant de 

l'ajout d'anticorps spécifiques. Les protéines Fra-2, c-JUN et JUN-D semblent être les constituants 

majeurs des complexes AP-1 fixés à l'ADN. (d'après Guillaumond et al., 2000). 

 

 

l'expression de Dio2 dans la glande pinéale de rat, suggérant donc un rôle inhibiteur de Fra-2 

dans la transcription de ce gène. Le rôle du complexe AP-1 dans la régulation du profil 

rythmique de la transcription de l'Aa-nat reste donc encore très obscur. Cependant, l'effet de la 

mutation du site AP-1 du promoteur de l'Aa-nat n'a jamais été étudié. De plus, certains de ces 

facteurs se fixant également sur les séquences CRE, il serait très instructif d'étudier le profil 

de fixation de ces différents facteurs de transcription sur ces séquences. 

 

 

E. Les produits des gènes horloge 

Comme beaucoup d'autres structures centrales et périphériques, la glande pinéale exprime 

les produits des gènes horloge. Chez le rat et la souris, les ARNm de Per1/2/3 et Cry1/2 sont 

exprimés selon un rythme journalier et circadien, avec un maximum en début/milieu de nuit, 
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de même que ceux de Bmal1 qui sont maximum durant le jour (Fukuhara et al., 2000; 

Karolczak et al., 2004; Namihira et al., 1999; Simonneaux et al., 2004; von Gall et al., 2001). 

Les ARNm de Clock sont exprimés selon un rythme journalier avec un maximum en milieu 

de nuit chez le rat et la souris (Karolczak et al., 2004; Namihira et al., 1999). L'expression des 

protéines PER1/2 et CRY1/2 est maximale en fin de nuit (Karolczak et al., 2004). En 

revanche, l'expression des protéines BMAL1 et CLOCK semble constante sur 24 heures, avec 

un très léger pic durant la nuit.  

Au contraire des NSC, où ces protéines oscillent de façon soutenue, le rythme 

d'expression s'amenuise très rapidement dans des glandes pinéales en culture (Abe et al., 2002; 

Fukuhara et al., 2005), traduisant très certainement la forte dépendance de l'expression de ces 

gènes à des signaux extérieurs. L'expression de Per1 et Cry2 est en cela tout à fait 

caractéristique, car elle dépend fortement de la libération de NA. In vitro et in vivo, la NA et 

les agonistes β-adrénergiques induisent l'expression de Per1 et Cry2 dans la glande pinéale de 

rat (Simonneaux et al., 2004; Takekida et al., 2000). De même, l'expression de Per1 est 

inhibée suite à une ganglionectomie (Takekida et al., 2000). De plus, leur expression est 

réduite en début de nuit par le propranolol ou une exposition à la lumière (Fukuhara et al., 

2000; Simonneaux et al., 2004; Takekida et al., 2000). Ceci suggère que la glande pinéale est 

un "oscillateur esclave" dont le fonctionnement est synchronisé par les NSC, via la NA. 

Au regard de leurs profils d'expression, les produits des gènes horloges pourraient jouer 

un rôle dans l'établissement du rythme de synthèse de la mélatonine par la glande pinéale. Ces 

protéines appartiennent aux familles de facteurs de transcription à domaines PAS et bHLH : 

CLOCK et BMAL1 se dimérisent pour activer la transcription via les E-box, et PER et CRY 

se dimérisent pour inhiber leur action (voir section I). Ainsi, l'expression de CLOCK/BMAL1 

pourrait activer la transcription de l'Aa-nat en début de nuit, et PER/CRY inhiber celle-ci en 

fin de nuit. De plus, le promoteur de l'Aa-nat contient une séquence ressemblant à une E-box 

dans sa partie distale (CACATG au lieu de CACGTG), ainsi qu'une E-box consensus et une y 

ressemblant dans le premier intron (Baler et al., 1997; Baler et al., 1999; Burke et al., 1999). 

La mutation des deux E-box du premier intron n'altère pas le rythme d'expression de l'Aa-nat 

chez le rat, mais permet l'expression ectopique de celle-ci (Humphries et al., 2007). De plus, 

la transfection de CLOCK/BMAL1 n'induit pas l'Aa-nat dans la glande pinéale de rat, bien 

que ceux-ci se fixent sur le promoteur (Chen & Baler, 2000). Cependant, cette expérience 

permet d'induire l'Aa-nat dans la rétine, et la mutation des E-box introniques inhibe cette 

induction.  
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Il reste surprenant que ces gènes n'aient pas d'effet sur l'induction de l'Aa-nat chez les 

mammifères, alors qu'ils sont primordiaux dans l'établissement du rythme d'expression de 

l'Aa-nat dans la rétine ou dans la glande pinéale de certains poissons et du poulet. Ceci traduit 

certainement une différence de régulation entre un vrai oscillateur (rétine et glande pinéale de 

poissons et de poulet) et un oscillateur esclave (glande pinéale de mammifères).  

Il est toutefois intéressant de noter ici que l'effet de la mutation des E-box ou la 

transfection avec les dimères CLOCK/BMAL n'a pas été testé en conjonction avec la 

stimulation noradrénergique. Il est tout à fait possible que ceux-ci n'interviennent pas seuls, 

mais en complément de pCREB. De plus, aucune expérience ne relate les effets d'une 

mutation de l'E-box contenue dans le promoteur distal de l'Aa-nat dans la glande pinéale. 

Enfin, il est également possible que ces facteurs interviennent indirectement dans la régulation 

de l'expression de l'Aa-nat, en contrôlant d'autres gènes, par exemple l'Adénylate Cyclase 

dont le promoteur contient également une E-box (Chan et al., 2001). 

 

 

F. Des régulateurs en devenir ? 

1. Facteurs activateurs 

Bien que son activation soit importante pour la réponse de l'Aa-nat à l'AMPc, CREB ne 

semble pas être le seul facteur de transcription activateur régulant cette dernière. En effet, la 

mutation de la séquence CRE n'abolit pas complètement la réponse de l'Aa-nat à l'AMPc, 

mais réduit celle-ci de 60 à 80% (Baler et al., 1997). De plus, le traitement de pinéalocytes de 

rat avec de l'acide okaïdique, un inhibiteur de phosphatases, induit la phosphorylation de 

CREB sans stimuler l'expression de l'Aa-nat (Spessert et al., 2000). D'autres facteurs semblent 

donc bien nécessaires à une réponse totale de l'Aa-nat à l'AMPc. Le promoteur distal de l'Aa-

nat contient, en plus du site CRE, une boîte CCAAT inversée dont la mutation entraîne une 

diminution de 60 à 80% de l'activité transcriptionnelle (Baler et al., 1997). De plus la double 

mutation de cette séquence et de la séquence CRE abolit totalement l'induction de l'Aa-nat par 

l'AMPc. Ces deux séquences semblent donc agir en synergie afin de conférer au promoteur de 

l'Aa-nat la capacité d'induire la transcription suite à la stimulation noradrénergique. 

Cependant, les facteurs de transcription impliqués dans ce mécanisme n'ont pas encore été 

identifiés.  

Un régulateur potentiel pourrait être NF-Y. Ce facteur de transcription, se fixant 

spécifiquement sur les élément CCAAT inversés, est exprimé dans la glande pinéale de rat et 
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régule la transcription basale et induite par l'AMPc de la TpOH (Côté et al., 2002), dont le 

promoteur ne contient pas de sites CRE. NF-Y agit de concert avec Sp1, un autre facteur de 

transcription se liant aux régions riches en GC, pour induire la TpOH suite à la stimulation 

noradrénergique. De plus, ces deux facteurs sont également activés par la PKA (Faniello et al., 

1999; Rohlff et al., 1997). Le promoteur de l'Aa-nat contenant ces deux séquences 

régulatrices, il n'est pas impossible qu'ils agissent de concert avec les protéines 

CREB/CREM/ATF pour induire une réponse maximale de l'Aa-nat, comme il a été démontré 

dans d'autres systèmes (Eggers et al., 1998; Lee et al., 1998). La glande pinéale exprime 

également des facteurs de transcription de la famille AP-2 ("Activating protein 2"). Ces 

facteurs montrent une activité nocturne (Davies & Carter, 2006), et ont été originellement 

décrit comme des facteurs de réponse à l'AMPc se fixant sur les éléments riche en GC 

(Williams et al., 1988). 

Un dernier facteur, CRX, semble important dans l'établissement du rythme d'expression 

de l'Aa-nat. Ce facteur se fixe sur les sites PIRE du promoteur distal et du premier intron du 

gène de l'Aa-nat. Il assurerait ainsi la spécificité tissulaire de l'expression de cette dernière 

(Baler et al., 1999; Li et al., 1998). Il est exprimé de manière circadienne, avec un maximum 

durant la nuit (Li et al., 1998). L'importance de ce facteur est appuyée par le fait que sa 

mutation chez la souris diminue grandement l'expression de l'Aa-nat (Furukawa et al., 1999). 

Il pourrait ainsi agir de concert avec la voie cAMP/PKA/pCREB afin de réguler l'expression 

des gènes dans la glande pinéale. 

 

2. Facteurs répresseurs  

En plus de ces facteurs activateurs identifiés et apparemment nécessaires à une 

stimulation totale de l'Aa-nat, d'autres facteurs de transcription inhibiteurs sont exprimés et 

actifs dans la glande pinéale. DREAM ("Downstream Regulatory Element Antagonist 

Modulator") est un candidat fort intéressant. Il s'agit d'une protéine liant le Ca2+ et qui se fixe 

sur les sites DRE des promoteurs sous forme de tétramères. Elle réprime la transcription des 

gènes dépendant du Ca2+ et de l'AMPc (Ledo et al., 2000b). Ce facteur est d'autant plus 

intéressant qu'il est inhibé par la PKA, via l'activation et l'interaction de DREAM avec 

CREMα (Ledo et al., 2000a). Il interagit également avec CREB, via son activation par le Ca2+, 

en séquestrant celui-ci, empêchant donc l'interaction entre pCREB et CBP (Ledo et al., 2002). 

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

promoteur de l'Aa-nat, est maximale durant le jour (Link et al., 2004). Son action est 
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importante dans la répression de la transcription basale de l'Aa-nat, mais n'empêche pas 

l'induction de celle-ci suite à la stimulation par l'AMPc (Link et al., 2004). Ainsi, DREAM 

participerait à la régulation du rythme d'expression de l'Aa-nat en réprimant la transcription 

basale de celle-ci durant le jour. 

Id-1 appartient à la famille des protéines à domaine bHLH. Elle est cependant 

caractéristique car elle ne possède pas de domaine de liaison à l'ADN et agit donc comme un 

répresseur des autres facteur de transcription à domaine bHLH (Andres-Barquin et al., 2000). 

Id-1 est exprimé selon un rythme journalier dans la glande pinéale de rat, avec un maximum 

en fin de nuit (Humphries et al., 2002). Son rôle semble très intéressant, notamment par son 

interaction possible avec les gènes horloge, appartenant également à la famille des protéines 

bHLH. Il pourrait réprimer en fin de nuit l'action de CLOCK/BMAL1 en synergie avec 

PER/CRY. Cependant, vu que les protéines horloges ne semblent pas nécessaires à 

l'expression rythmique de l'Aa-nat (Humphries et al., 2007), le rôle d'Id-1 dans la glande 

pinéale reste pour le moment inexpliqué. 

Un dernier facteur répresseur de la transcription de l'Aa-nat a  été mis en évidence 

récemment dans la glande pinéale de rat : NFκB ("Nuclear Factor κB"). Il pourrait créer un 

lien direct entre la voie des glucocorticoïdes et la synthèse de mélatonine. En effet, l'activité 

de l'AA-NAT et la synthèse de mélatonine sont potentialisées dans des cultures préalablement 

pré-incubées 48h avec de la corticostérone (Ferreira et al., 2005). Cet effet est mimé par le 

traitement avec un inhibiteur spécifique de la translocation nucléaire de NFκB. Ainsi, les 

glucocorticoïdes, via la fixation sur leurs récepteurs, empêcheraient la translocation nucléaire 

de NFκB, ce qui permettrait une potentialisation de la synthèse de mélatonine. 

 

 

G. Modifications structurales de la chromatine  

1. Histones et transcription 

Chez les eucaryotes, l'ADN constitue une grande molécule qui doit être compactée pour 

être contenue dans le noyau. La chromatine apparaît sous la forme d'un "filament d'ADN" sur 

lequel il est possible d'observer de petites structures sphériques régulièrement disposées 

(Luger et al., 1997a). Ces structures sont des complexes multiprotéiques, composés d'histones 

et autour desquels l'ADN s'enroule (Luger et al., 1997b; Richards & Elgin, 2002). Chaque 

nucléosome est constitué de 8 histones (deux de chaque formes H2A, H2B, H3 et H4) 

constituant un "cœur" ficelé par 147 paires de bases d'ADN (Luger et al., 1997b). Leurs 
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extrémités s'étendent à l'extérieur des nucléosomes, permettant leur modification et leur 

interaction avec l'ADN et/ou d'autres protéines. Ainsi, ces extrémités constituent des sites 

d'interaction avec diverses enzymes modifiant leurs propriétés par acétylation, 

phosphorylation, sumoylation, ubiquitination et méthylation, et permettant de modifier l'état 

de compaction de l'ADN (Berger, 2002; Orphanides & Reinberg, 2002; Richards & Elgin, 

2002). Les facteurs de transcription activateurs et répresseurs influencent directement 

l'expression des gènes chez les eukaryotes par le recrutement de co-activateurs, dont la plupart 

ont des activités enzymatiques catalysant ces modifications des histones. Ceci permet de 

rendre le site d'initiation accessible ou non au complexe de préinitiation et à la PolII (Narlikar 

et al., 2002). Par exemple, les protéines CBP et CLOCK ont des propriété d'acétylation des 

histones (Doi et al., 2006; Goldman et al., 1997; McManus & Hendzel, 2001). 

Parmis toutes les modifications, la phosphorylation, l'acétylation et la méthylation des 

histones H3 ont été les plus étudiées. Elles permettent soit une activation soit une inhibition 

de la transcription en fonction du résidu modifié (Berger, 2002; Clayton et al., 2006; Nowak 

& Corces, 2004; Shilatifard, 2006). D'une manière générale, un état inactif de la transcription 

(une compaction de l'ADN) est conduit par une déacétylation de la Lysine 14 suivie d'une 

méthylation de la Lysine 9. La phosphorylation de la Sérine 10, l'acétylation de la Lysine 14 

et la méthylation de la Lysine 4 sont activatrices de la transcription (décompaction de la 

chromatine). L'aspect temporel de ces différentes modifications des histones apparaît 

extrêmement important dans la régulation de l'état d'activation de la transcription  d'un gène. 

 

2. Histones et glande pinéale 

Il existe deux études relatant la régulation des modifications des histones dans la glande 

pinéale. La première a permis de montrer que la phosphorylation de l'hisone H3 sur la Sérine 

10 avait lieu rapidement en début de nuit dans la glande pinéale de rat, avant l'induction de 

l'Aa-nat (Chik et al., 2007). Cette phosphorylation est dépendante de l'activation de la 

signalisation β-adrénergique, plus particulièrement l'AMPc. En milieu de nuit, il y a une 

déphosphorylation rapide de ce résidu suite à l'action de phosphatases. Ceci suggère que la 

phosphorylation de l'histone H3 en début de nuit est importante dans l'induction de l'Aa-nat. 

Dans la deuxième étude, les mêmes auteurs ont montré que la déacétylation de la Lysine 

14 de l'histone H3 est nécessaire à l'induction de l'Aa-nat. En effet, le traitement de 

pinéalocytes in vitro avec des inhibiteurs des enzymes déacétylant les histones inhibe 

fortement l'induction de l'Aa-nat (Ho et al., 2007a). Au contraire, ce traitement résulte en une 
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stimulation de l'expression de l'ARNm de c-fos, montrant donc que l'effet d'une même 

modification est spécifique du gène considéré. Ce résultat sur l'Aa-nat est assez surprenant, 

étant contraire au schéma global généralement décrit (Berger, 2002). Cependant, le même 

effet a été décrit pour d'autres gènes dépendant de l'AMPc (Fass et al., 2003). 

Je relaterai ici une dernière étude que j'ai réalisée en collaboration avec l'équipe du Dr 

Anthony HO, lors d'un séjour dans son laboratoire. Pour cette étude, nous nous sommes 

intéressé à l'effet d'un inhibiteur de la méthylation des histones sur l'expression de divers 

gènes régulés par l'AMPc dans la glande pinéale de rat. Nos résultats ont montré que l'ajout de 

cet inhibiteur réprimait l'induction de l'Aa-nat et d'Icer, mais qu’au contraire, celui-ci 

potentialisait l'induction de c-fos. De plus cet inhibiteur n'a d'effet qu'au début de la 

stimulation. Ces résultats montrent que la méthylation des histones est nécessaire à l'induction 

de l'Aa-nat, sans doute en permettant le recrutement du complexe de préinitiation. La 

méthylation de la Lysine 4 et de la Lysine 6 étant respectivement activatrice et inhibitrice 

(Berger, 2002), il serait intéressant de continuer cette étude en analysant le profil de 

méthylation de ces différents résidus suite à la stimulation noradrénergique. 

 

 

H. Conclusion : la transcription de l' Aa-nat  est régulée par une balance 

temporelle précise de facteur de transcription acti vateurs et inhibiteurs 

L'induction de la synthèse de mélatonine chez le rat est essentiellement régulée par le 

contrôle de la transcription de l'Aa-nat. Cette induction dépend de l'activation et/ou de la 

synthèse de facteurs de transcription spécifiques agissant en synergie afin de contôler 

précisément l'aspect temporel de l'expression des ARNm. Parmis ces facteurs, les rôles de 

pCREB et ICER ont été les plus étudiés dans la glande pinéale. La balance existant entre ces 

deux facteurs est à la base de l'initiation/répression de l'Aa-nat par l'AMPc. Cependant, 

d'autres facteurs de transcription interviennent certainement dans cette régulation. Parmis 

ceux-ci les facteurs du complexe AP-1, de par leurs interactions complexes avec les protéines 

des familles CREB/CREM/ATF, pourraient jouer un rôle répresseur et/ou activateur qu'il 

serait intéressant d'étudier plus en détail.  

L'aspect temporel de l'expression des ces divers facteurs de transcription apparaît 

primordial dans l'établissement du rythme journalier et saisonnier de la synthèse de l'Aa-nat. 

Ceci  est possible en régulant précisément l'état d'activation/répression du promoteur à chaque 

moment du nycthémère, en présence ou non de la stimulation noradrénergique. 
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IV. Restriction temporelle de la synthèse de mélato nine chez le 

hamster syrien : objectifs de l'étude 

 

La majorité des informations disponibles sur la régulation de la synthèse de mélatonine 

dans la glande pinéale des mammifères provient des études effectuées chez le rat. Cependant, 

vu le rôle majeur que joue la mélatonine dans le contrôle des fonctions saisonnières, il est 

essentiel d'étudier cette régulation chez des animaux dont la physiologie est saisonnière. Au 

cours de ma thèse, je me suis plus particulièrement intéressé à la régulation de la synthèse de 

mélatonine dans la glande pinéale du hamster syrien, un rongeur à physiologie saisonnière. 

Nous verrons ici en quoi la synthèse de mélatonine chez ce rongeur diffère ou non de celle 

observée chez le rat. Je poserai également ici les hypothèses de travail à l'origine des 

expériences réalisées au cours de cette thèse. 

 

 

A. Régulation transcriptionnelle nocturne de l' Aa-nat  

La synthèse de mélatonine chez le hamster syrien est initiée par la libération nocturne de 

NA sur la glande pinéale. Elle est inhibée en LL ou suite à une ganglionectomie (Panke et al., 

1979; Vaughan & Reiter, 1986). Comme chez tous les rongeurs étudiés, la synthèse de 

mélatonine chez cette espèce dépend de la néotranscription de l'Aa-nat (Garidou et al., 2003b; 

Garidou et al., 2002b; Gauer et al., 1999). Cette dernière est massivement régulée par 

l'augmentation d'AMPc induite par la stimulation β-adrénergique (Garidou et al., 2003b; 

Lipton et al., 1981; Santana et al., 1989a; Santana et al., 1988a) et potentialisée par la 

stimulation α-adrénergique (Garidou et al., 2003b; Santana et al., 1989b; Stankov et al., 1990). 

L'initiation de la synthèse de mélatonine chez le hamster syrien semble donc similaire à celle 

observée chez le rat. 

Cependant, il existe une nette différence dans le délai d'induction de la synthèse de 

mélatonine, qui est de 6 à 8 heures chez le hamster syrien, en comparaison des 4 à 5 heures 

nécessaires chez le rat. Il a été suggéré que ce délai était dû à une insensibilité de la glande 

pinéale à la NA en début de nuit. En effet, beaucoup d'études ont montré que l'induction de la 

synthèse de mélatonine chez cette espèce, in vivo ou sur des glandes pinéales en culture, par 

des agonistes adrénergiques n'était possible qu'en deuxième moitié de nuit (Reiter et al., 

1987a; Reiter et al., 1987b; Santana et al., 1988a; Santana et al., 1988b; Steinlechner et al., 
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1985; Vaughan et al., 1986; Vaughan et al., 1987; Vaughan & Reiter, 1987). Cependant, ces 

études suggéraient implicitement un mécanisme d'induction identique à celui décrit chez le 

rat : elles ne mesuraient les effets que deux à quatres heures après l'application aiguë 

d'agonistes adrénergiques. Par la suite, il a été démontré que la glande pinéale du hamster 

syrien était bien sensible à la NA dès le début de la nuit, puisque des injections chroniques 

d'agonistes adrénergiques en fin d'après-midi avancent l'expression de l'Aa-nat et la synthèse 

de mélatonine de 2 à 4 heures (Garidou et al., 2003b; Gonzalez-Brito et al., 1988c). De même, 

cette induction est possible sur des glandes pinéales en culture prélevées en début de nuit et 

stimulées au moins 6 heures avec de la forskoline (Santana et al., 1990). Ce délai semble 

plutôt dû au temps nécessaire à la néotranscription et/ou à l'accumulation de l'ARNm de l'Aa-

nat. En effet, l'application d'actinomycine D en début de nuit ou en début de stimulation en 

culture inhibe la synthèse de mélatonine et l'activité de l'AA-NAT, alors qu'elle n'a aucun 

effet en milieu de nuit ou de stimulation (Gonzalez-Brito et al., 1990; Santana et al., 1990). 

Ceci a été confirmé suite au clonage de l'Aa-nat chez le hamster, ce qui a permis de montrer 

que le délai d'induction de l'ARNm est supérieur à celui obsevé chez le rat : 5 à 6 heures 

contre 3 à 4 heures (Garidou et al., 2003b; Gauer et al., 1999; Roseboom et al., 1996). Le 

long délai d'induction de la synthèse de mélatonine chez le hamster vient donc d'une induction 

retardée de l'Aa-nat.  

Il est possible que ce retard dans l'induction de l'Aa-nat chez le hamster syrien soit dû à 

une libération plus tardive de la NA en début de nuit que chez le rat. Cependant, une étude 

récente a proposé que ce délai soit dû à l'existence d'une étape supplémentaire dans la 

transcription de l'Aa-nat. En effet, l'injection de cycloheximide en début de nuit inhibe 

fortement, mais pas totalement (50 à 70%), l'expression nocturne de l'Aa-nat chez le hamster 

syrien (Garidou et al., 2003b), mais pas chez le rat (Roseboom et al., 1996). Ce résultat 

suggère fortement que l'induction de l'Aa-nat chez le hamster est dépendante de la 

néosynthèse de protéines activatrices en début de nuit. 

Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons étudié le rôle probable des facteurs de 

transcription du complexe AP-1 pour plusieurs raisons : 1) ce sont des facteurs de 

transcription nécessitant une néosynthèse avant d'exercer leur action, 2) leur rôle stimulateur a 

été décrit dans de nombreux systèmes cellulaires, et 3) le promoteur de l'Aa-nat chez plusieurs 

espèces contient au moins un site AP-1 à proximité du site d'initiation. Nous avons étudié 

l'expression de ces divers facteurs (en particulier c-FOS et c-JUN) chez le hamster, mais 

également chez le rat, afin de déterminer si des différences entre ces deux espèces pouvaient 

expliquer la divergence dans le délai d'induction de l'Aa-nat observé. En parallèle, CREB 
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ayant été décrit comme important dans l'induction de l'Aa-nat chez le rat, nous avons 

également déterminé son profil d'expression chez le hamster.  

 

 

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

Le hamster syrien est également caractérisé par une restriction de la synthèse de 

mélatonine uniquement à la phase nocturne du nycthémère. En effet, celle-ci nécessite non 

seulement une longue période de latence de 6 à 8 heures avant d'être induite (voir paragraphe 

précédent), mais elle est également impossible à stimuler durant le jour, in vivo ou sur des 

glandes pinéales en culture (Lipton et al., 1982; Reiter et al., 1987a; Reiter et al., 1987b; 

Santana et al., 1988a; Santana et al., 1988b; Vaughan et al., 1986; Vaughan et al., 1987; 

Vaughan & Reiter, 1987). Cette incapacité à stimuler la synthèse de mélatonine durant le jour 

chez le hamster semble directement liée à un blocage de l'induction de la transcription de l'Aa-

nat (Garidou et al., 2003b). Notons toutefois que la majorité de ces études ont mesuré l'effet 

des agonistes adénergiques 2 à 4 heures après la stimulation, ne tenant donc pas compte du 

délai nécessaire à l'induction de l'ARNm de l'Aa-nat. Cependant, le blocage de l'induction de 

la transcription de l'Aa-nat a également été mis en évidence in vivo suite à des injections 

chroniques d'agonistes adrénergiques sur une durée de 7 heures (Garidou et al., 2003b).  

Deux hypothèses sont envisageables pour expliquer ce phénomène de bloquage diurne : 

• La première est un blocage transcriptionnel de l'induction de l'Aa-nat. En effet, l'injection 

de cycloheximide en milieu de nuit à des hamsters syrien in vivo permet l'induction de la 

transcription de l'Aa-nat en début de jour suivant (Garidou et al., 2003b). Ceci suggère que ce 

blocage serait dû à la synthèse nocturne d'une protéine (un facteur de transcription ?), présente 

durant le jour pour inhiber la transcription de l'Aa-nat. 

• La deuxième est un blocage de la voie de signalisation noradrénergique. En effet, la 

production d'AMPc dans des glandes pinéales, prélevées en milieu de jour et mises en culture, 

est plus importante suite à une stimulation par de la forskoline que suite à une stimulation par 

un agoniste β-adrénergique (Santana et al., 1988c). 

 

Plusieurs éléments nous ont tout d'abord conduit à étudier le rôle de la protéine ICER 

dans la mise en place de la restriction diurne de la transcription de l'Aa-nat chez le hamster 

syrien : 1) ICER a été décrit comme un très fort répresseur des gènes induits par l'AMPc, et 

plus particulièrement l'Aa-nat, en entrant en compétition avec pCREB pour l'accès aux sites 
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CRE des promoteurs, et 2) ICER est une protéine très stable dont le taux est élevé durant le 

jour dans la glande pinéale de rat. Nous avons alors étudié le profil d'expression journalier de 

l'ARNm et de la protéine ICER afin de voir si le blocage diurne de l'induction de l'Aa-nat 

pouvait être expliqué par une forte expression diurne de cette protéine.  

En parallèle, nous avons étudié la possible implication d'un blocage de la voie de 

signalisation noradrénergique durant le jour. Pour confirmer cette hypothèse, nous avons 

étudié si ce blocage concernait également d'autres facteurs induits par l'AMPc tels que c-FOS 

et pCREB. 

Enfin, pour compléter cette étude, nous avons analysé le rôle de l'horloge centrale dans la 

régulation de la mise en place de ce phénomène de restriction dans la glande pinéale de 

hamster syrien.  

 

 

C. Régulation photopériodique de l' Aa-nat 

La mélatonine délivre un message temporel à l'organisme par la variation de sa durée de 

présence dans le plasma, donc de sa durée de synthèse, en relation avec la durée de la nuit. 

Chez la plupart des espèces, cette variation dans la durée du pic de mélatonine est directement 

contrôlée par la durée de l'activité nocturne de l'AA-NAT. Chez les rongeurs, l'allongement de 

cette activité enzymatique est directement dépendant d'un allongement de la transcription de 

l'Aa-nat. Chez certaines espèces, l'amplitude du pic de mélatonine varie également, pour 

augmenter en photopériode courte, essentiellement grâce à une augmentation de l'activité de 

l'HIOMT (voir section II.). Chez certaines espèces (rat et hamster sibérien), l'amplitude de 

l'expression de l'ARNm de l'Aa-nat et l'activité de l'enzyme diminuent en photopériode courte. 

Chez le hamster syrien, les variations photopériodiques de la synthèse de mélatonine sont 

caractérisées par un allongement de la durée de transcription de l'Aa-nat et une forte 

diminution de l'amplitude d'expression de l'ARNm en photopériode courte (Garidou et al., 

2003b). Ceci n'a toutefois pas de conséquences sur l'amplitude du pic de mélatonine, sauf 

lorsque les animaux sont en photopériode naturelle où ce pic est plus ample en photopériode 

courte (Brainard et al., 1982). De plus, la régulation de l'induction de l'Aa-nat semble 

différente chez cette espèce. En effet, chez le rat et le hamster sibérien, le délai d'induction de 

l'expression de l'Aa-nat et de la synthèse de mélatonine augmente avec l'allongement de la 

durée de la nuit (voir section II), alors que ce délai ne varie pas en fonction de la 

photopériode chez le hamster syrien (Garidou et al., 2003b; Miguez et al., 1995; Reiter, 
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1993a). De plus, la terminaison de la transcription de l'Aa-nat et de la synthèse de mélatonine 

chez cette espèce diffère en fonction de la photopériode considérée : elle est initiée par 

l'arrivée de la lumière en photopériode longue et contrôlée par l'horloge en photopériode 

courte, car elle débute avant la fin de la nuit. Chez le rat, cette différence d'expression 

photopériodique de l'ARNm de l'Aa-nat semble due à l'expression différentielle du facteur de 

transcription inhibiteur ICER, plus forte en début de nuit photopériode courte, expliquant 

ainsi l'allongement du délai dans l'induction de la synthèse de mélatonine (voir section III.C ).  

Nous avons ici cherché à déterminer si la présence d'ICER variait avec la photopériode, 

et surtout si la diminution d'amplitude du pic d'expression de l'Aa-nat chez le hamster syrien 

pouvait être due à un taux nocturne plus élévé de celui-ci. Parallèlement, cette étude du profil 

photopériodique d'expression d'ICER et de pCREB pourra nous permettre d'envisager le rôle 

de la balance d'expression entre ces deux facteurs dans les variations de l'induction et de la 

terminaison de la synthèse de mélatonine chez le hamster syrien. 
 

 

D. Conclusion 

La régulation cellulaire et moléculaire de la synthèse de mélatonine a été essentiellement 

étudiée chez le rat, longtemps considéré comme le modèle de référence pour l'ensemble des 

rongeurs. Cependant, il apparaît aujourd'hui que des divergences existent en fonction de 

l'espèce de rongeur considérée et de son caractère photopériodique ou non. Ainsi, chez le 

hamster syrien, la restriction temporelle de la synthèse de mélatonine semble être contrôlée de 

manière beaucoup plus stricte que chez le rat. 

 L'ensemble des études réalisées au cours de ma thèse vise à améliorer nos connaissances 

sur les mécanismes cellulaires et moléculaires régulant la synthèse de mélatonine chez le 

hamster syrien. Ces études ont permis de comprendre en quoi ces mécanismes diffèrent de 

ceux décrits chez le rat, mais surtout leur importance dans la mise en place du rythme 

photopériodique de synthèse de mélatonine dans la glande pinéale. 
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I. Animaux et prélèvements des tissus 

 

A. Stabulation 

Les hamsters syriens utilisés dans le cadre des études composant cette thèse étaient des 

femelles élevées dans l'animalerie de notre laboratoire (chronobiotron). Pour les différentes 

expériences, elles étaient âgées de 8 à 10 semaines à la date de début de l'expérience. Les 

animaux, 3 à 6 par cage, étaient gardés en conditions constantes de température et d'humidité 

et avaient de la nourriture et de la boisson à volonté. Ils étaient également soumis à un cycle 

LD de 14 heures de lumière et 10 heures d'obscurité (lumière rouge de 19h à 05h, intensité 

inférieure à 2 lux). Dans le cas des études en photopériode courte, des animaux âgés de 5-6 

semaines ont été transférés en conditions lumineuses de 10 heures de lumière et 14 heures 

d'obscurité (lumière rouge de 19h à 09h, intensité inférieure à 2 lux) pendant 10 semaines. 

 

 

B. Prélèvements 

1. Pour l'immunohistochimie 

Les animaux sont anesthésiés à l'isoflurane et la cage thoracique est ouverte afin de 

dégager l’accès au cœur, qui doit toujours battre. De l’héparine (100 µl à 25.000 IU/ml) est 

injectée dans le ventricule gauche pour éviter la coagulation du sang dans les vaisseaux, ce 

qui nuirait à la bonne perfusion du fixateur. Après quelques secondes, l’oreillette droite puis 

le ventricule gauche sont incisés et une canule est enfoncée dans le ventricule gauche jusqu’à 

l’aorte. Une solution de PBS 1X ("Phosphate Buffer Saline" : NaCl 137 mM ; KCl 2,7 mM ; 

Na2HPO4 8 mM ; KH2PO4 1,5 mM ; pH 7,4) est d’abord perfusée pendant 1 à 2 minutes afin 

d'éliminer le sang au maximum. Puis celle-ci est remplacée par une solution de fixateur 

composée de formaldéhyde dilué à 4% dans du tampon phosphate 100 mM (Na2HPO4  81 

mM, NaH2PO4.H2O 19 mM, pH 7,4). Après fixation, la tête entière est prélevée et gardée 

dans le fixateur pendant 24 heures à 4°C. Ensuite, le cerveau est disséqué, en prenant garde de 

laisser la glande pinéale en place, et replacé dans le fixateur pendant 24 heures à 4°C. Le 

cerveau fixé est ensuite rincé une première fois pendant 30 minutes, puis pendant une nuit 

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

Les animaux sont anesthésiés au CO2 puis décapités. Pour l'hybridation in situ, les 

cerveaux sont congelés sur de la carboglace et conservés à -80°C jusqu'à la coupe. Les 

cerveaux congelés sont coupés à une épaisseur de 18 µm à l'aide d'un cryomicrotome 

(cryostat, LEICA). Les coupes sont ensuite montées sur des lames histologiques stériles 

préalablement gélatinées afin d'améliorer l'adhérence, puis conservées au congélateur à -80°C 

avant utilisation pour l'hybridation. Pour le Western Blot, les pinéales sont prélevées et 

congelées dans des tubes Eppendorf sur de la carboglace, à raison de 2 ou 3 par tube. Elles 

sont ensuite conservées à -80°C jusqu'à la réalisation des homogénats cellulaires. 

 

3. Pour les cultures organotypiques 

Les animaux sont anesthésiés, puis décapités. Les glandes pinéales sont prélevées et 

mises dans du milieu de culture [MC : DMEM (Sigma); NaHCO3 43,5 mM; pH 7,3; 

supplémenté en pénicilline 100 unités/ml et en streptomycine 100 µg/ml] sur glace. Les 

glandes pinéales sont alors nettoyées de leurs méninges puis placées sur des inserts de culture 

(Millipore) dans des plaques 6 puits contenant 1,2 ml de MC, à raison de 3 à 4 par membrane 

selon l'expérience. Les glandes pinéales sont alors incubées pendant 30 minutes à 37°C sous 

une atmosphère à 95% d'O2/5% de CO2, puis soumises aux différentes conditions 

expérimentales. A la fin de l'expérience, elles sont congelées dans des tubes Eppendorf, puis 

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

 

 

II. Immunohistochimie 

 

A. Inclusion, coupe et montage sur lames 

Cette étape permet de durcir les blocs de tissu et de les inclure dans une matrice de 

polyéthylène glycol (PEG, ACROS ORGANICS) afin de réaliser des coupes (Klosen et al., 

1993). Le PEG est un composé solide à température ambiante et liquide à plus haute 

température (la température de fusion variant en fonction de son poids moléculaire). Il est 

hydrosoluble et se dissous totalement lors du montage des coupes sur lames.  

Avant l’inclusion, les cerveaux fixés sont déshydratés selon la séquence suivante : un 

bain d’1h d’éthanol 70° ; un bain d’1h d’éthanol 95° ; deux bains d’1h d’éthanol 100° ; un 
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bain d’au moins une nuit de n-butanol (améliore l’adhérence des tissus riches en lipides). 

Après la déshydratation, la procédure d’inclusion s’effectue selon la séquence suivante : un 

bain de 4 à 5h de PEG 1000 (poids moléculaire) à 55°C ; un bain d’une nuit de PEG 1000 à 

55°C ; un bain de 4 à 5h d'un mélange PEG 1000/1500 (vol./vol.) à 55°C ; un bain d’une nuit 

de PEG 1000/1500 à 55°C. Le mélange PEG 1000/1500 va définir l’épaisseur des coupes : 

plus il y a de PEG 1500, plus le bloc sera dur et plus les coupes pourront être fines. Les 

cerveaux sont ensuite placés dans des moules et recouverts de PEG 1500 et le tout est placé à 

55°C pendant 30 min pour supprimer les bulles d’air. Les moules sont ensuite laissés à 

température ambiante pendant environ 2h afin d’assurer un durcissement progressif et 

homogène du PEG. Les blocs sont alors prêts à être coupés. 

Les blocs de tissu sont débités en coupes de 8 µm à l’aide d’un microtome (LEICA). Les 

rubans de coupes obtenus contenant la glande pinéale sont conservés dans des boîtes en carton 

à l'abri des hautes températures et de l'humidité. Les coupes sont ensuite montées sur des 

lames Superfrost Plus (Menzel-Gläser) dans une solution de saccharose 2%, qui permet une 

bonne adhérence des coupes sur la lame, ainsi qu’une bonne conservation de 

l’immunoréactivité (Klosen et al., 1993). Les coupes sont ensuite séchées pendant 15 min à 

45°C pour assurer une bonne adhérence. Elles peuvent alors être utilisées directement pour 

l'immunodétection ou conservées dans de l'eau à 4°C contenant un antifongique (azide de 

sodium 0,02%) pour une utilisation ultérieure. 

 

 

B. Immunodétection des antigènes 

Les lames sont incubées pendant 1h avec une solution de lait non gras à 3% dans du TBS 

1X ("Tris Buffered Salt" : Tris(hydroxyméthyl)-aminométhane 20 mM ; NaCl 154 mM ; pH 

7,6)-Tween20 0,05% afin de saturer les sites de liaison aspécifiques, puis elles sont incubées 

une nuit, à température ambiante en chambre humide, avec l’anticorps primaire dilué dans une 

solution de TBS 1X-Tween20 0,05%-SVF (sérum de veau fœtal) 1%. Les concentrations et 

les caractéristiques des anticorps utilisés sont données dans le tableau 1. 

Les coupes sont ensuite lavées 3 fois 10 min avec du TBHS 1X ("Tris Buffered High 

Salt" : Tris(hydroxyméthyl)-aminométhane 20 mM ; NaCl 500 mM ; pH 8,6)-Tween20 0,05%, 

puis incubées pendant 1h à température ambiante avec un anticorps secondaire biotinylé d’âne 

anti-lapin (Jackson), dilué au 1/2000 dans une solution de TBS 1X-Tween20 0,05%-SVF 1%. 

Ensuite, les coupes sont lavées 3 fois 10 min dans du TBHS 1X-Tween20 0,05%, puis 
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incubées avec de la streptavidine-peroxydase (Roche) diluée au 1/2000 dans une solution de 

TBS 1X-Tween20 0,05%-CWFS 0,25% (gélatine de peau de poisson). La streptavidine est 

couplée de façon covalente à la peroxydase et peut se fixer à plusieurs molécules de biotine. Il 

en résulte une amplification du signal par rapport à l'anticorps secondaire couplé uniquement 

à de la peroxydase.  

A la fin, les coupes sont lavées 3 fois 10 min dans du TBHS 1X-Tween20 0,05%, puis 10 

min dans une solution de TBI 1X ("Tris Buffered Imidazole" : Tris 50 mM ; imidazole 10 

mM ; pH 7,6), et enfin incubées avec la solution de révélation composée de diaminobenzidine 

(DAB, 0,5 mg/ml) et de peroxyde d’hydrogène (0,003%) dans du TBI 1X. Lors de la 

dégradation du peroxyde d’hydrogène en eau par la peroxydase, une réaction 

d’oxydoréduction se produit et la diaminobenzidine est dégradée en un composé formant un 

précipité brun, visible au microscope. Les coupes sont ensuite longuement rincées d'abord 

dans du TBS 1X, puis dans de l’eau ultra pure, déshydratées dans des bains d’alcools de degré 

croissant, puis montées entre lame et lamelle dans l’Eukitt. 

 

 

Protéine 
cible 

immunogène Fournisseur Dilution 

CREB extrémité C-terminale de la protéine humaine EUROMEDEX 1/2000 

pCREB 
acides aminés 123 à 136 de la protéine chez le rat 

(contenant la Ser133 phosphorylée) 
EUROMEDEX 1/2000 

c-FOS extrémité N-terminale de la protéine humaine SANTA-CRUZ 1/2000 

c-JUN extrémité N-terminale de la protéine humaine SANTA-CRUZ 1/500 

ICER Protéine ICER Iγ entière 
Dr Françoise 

MIOT 
1/2000 

 

Tableau 1 : Récapitulatif des anticorps utilisés pour l'immunohistochimie et le Western Blot. 

 

 

C. Quantification 

Afin d'assurer une quantification fiable et reproductible de l'immunoréactivité des coupes, 

une attention particulière a été prise dans les différents traitements des coupes et dans 

l'organisation de celles-ci. Ainsi, toutes les lames d'une même expérience ont été traitées 

simultanément avec la même quantité de produits. Par exemple, les anticorps sont préparés en 
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une seule fois et sont ensuite dispersés sur les lames à raison de 50 µl de solution par coupe. 

Les lavages et la révélation ont été effectués dans de grands volumes pour que toutes les 

lames soient traitées simultanément et pendant exactement le même temps. Dans le cas des 

études photopériodiques les lames appartenant aux deux photopériodes ont été traitées 

exactement au même moment. Par ailleurs, l'expression des différentes protéines a été 

analysée sur des coupes adjacentes. Trois coupes par animal, prélevées à différents niveaux de 

la glande pinéale, ont été analysées pour chaque expérience. De plus, des tests de dilution ont 

été effectués pour chaque anticorps afin de définir le meilleur rapport signal/bruit de fond et 

de s'assurer que le marquage obtenu n'est pas saturé. 

Après la réaction d'immunohistochimie, les images des glandes pinéales sont prises à 

l'aide d'un microscope (DMRB, LEICA) couplé à une caméra numérique (DP50, Olympus). 

Tous les paramètres de luminosité et de contraste sur le microscope et le programme 

d'acquisition (Viewfinder Lite, Olympus) ont été déterminés sur la première pinéale de 

chaque expérience et ont été gardés constants pour toutes les autres coupes. Les images ont 

été enregistrées en niveaux de gris (8 bits) à une résolution de 1392x1040 pixels. L'image est 

décomposée en pixels dont l'intensité lumineuse est codée par un nombre entre 0 et 255 : 0 

correspondant à la valeur maximale d'intensité (pixels blancs) et 255 correspondant à la valeur 

minimale (pixels noirs). Dans ce cas, plus les zones de la coupes auront fixé les anticorps et 

réagi à la révélation, moins elles laisseront passer la lumière et plus elles apparaîtront sombres. 

Inversement pour les zones n'ayant pas réagi.  

Les images obtenues ont été analysées à l'aide du logiciel Image J. La procédure 

d'analyse et de quantification est expliquée en images sur la figure 26. La première étape est 

la soustraction de l'image de bruit de fond de l'image à analyser. Pour chaque lame, une image 

d'une zone vide ne comportant aucune coupe (bruit de fond de la lame) est prise et a été 

soustraite aux images des coupes de la même lame afin d'éviter les problèmes d'hétérogénéité 

de l'éclairage du microscope. Il en résulte une image inversée sur fond noir : les pixels 

représentant un marquage apparaissent maintenant en blanc, et le bruit de fond apparaît en 

noir (figure 26A). Ensuite, les paramètres colorimétriques de cette image résiduelle sont ré-

étalonnés afin d'amplifier le signal spécifique (figure 26B). Concrètement, nous faisons 

apparaître les pixels les plus et les moins marqués et leur donnons une nouvelle valeur : 0 

pour les moins marqués et 255 pour les plus marqués. Par exemple, une image dont les 

valeurs minimale et maximale étaient de 0 et 140, a maintenant des valeurs de 0 et 255, les 

pixels intermédiaires étant ré-étalonnés proportionnellement. Une vérification de  



II. Immunohistochimie 
 

 MATERIEL ET METHODES  100 

 
Figure 26 : Séquence d'images représentant les 

différentes étapes de la quantification. 

La séquence représente les étapes de soustraction 

(A), de correction de la balance des couleurs (B) et 

de seuillage (C) des images. La figure D représente 

un montage d'une même zone de l'image au cours 

des différentes étapes. Les flèches bleues et vertes 

pointent  des zones faiblement marquées qui seront 

respectivement prises en compte ou non. La 

sélection par la taille des zones permet d'écarter des 

zones non considérées comme des noyaux. 

 

Image initiale Image du bruit de fond de 

la lame 

Image résiduelle inversée 

Soustraction des 

deux images 

Image résiduelle inversée Correction de la balance 

des couleurs : redéfinition 

des valeurs 0 et 255 

Image corrigée: 

amplification du signal 

Image corrigée Détermination du seuil Image représentant les 

zones prises en compte 

A. 

B. 

C. 

D. 
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l'histogramme de l'image (représentant le nombre de pixels caractérisé par chaque valeur 

comprise entre 0 et 255) est faite afin de s'assurer que cette modification ne sature pas l'image 

dans les hautes valeurs, ce qui nuirait à la quantification. Pour chaque expérience individuelle 

et pour chaque anticorps utilisé, cette manipulation est faite sur la coupe la plus marquée de la 

série, les autres images étant ré-étalonnées avec exactement les mêmes paramètres. Une zone 

de la coupe (la plus grande possible) est alors sélectionnée et mesurée pour calculer la surface. 

C'est à l'intérieur de cette section que la quantification des zones immunoréactives spécifiques 

sera faite.  

 

Afin de ne quantifier que le marquage spécifique d'intérêt, les images sont ensuite 

fragmentées. Concrètement, il s'agit ici de déterminer une valeur d'intensité minimale en 

dessous de laquelle les pixels ne seront pas pris en compte dans la quantification (bruit de 

fond). Par exemple, si le seuil est déterminé à 40, tous les pixels dont la valeur est comprise 

entre 40 et 255 seront quantifiés, et ceux dont la valeur est comprise ente 0 et 39 ne seront pas 

pris en compte. Ceci permet, dans notre cas, de ne considérer que le marquage nucléaire, en 

s'affranchissant du bruit de fond représenté par la matrice du tissu et le cytoplasme des 

cellules (figure 26C). En parallèle, une taille minimale et maximale des zones à quantifier est 

déterminée. Ceci permet d'écarter de la quantification les zones trop petites pour être 

considérées comme des noyaux ; cette valeur est fixée à 40-50 pixels (8-10 µm²). En 

conséquence, toutes les zones présentes après seuillage et composées de moins de 40 pixels 

contigus seront écartées de la quantification. Ceci permet donc de faire une double sélection 

des zones immunoréactives (taille et intensité) pour écarter assez efficacement les zones de 

marquage non spécifiques (figure 26D). Afin d'homogénéiser la quantification entre les 

différentes coupes d'une même expérience, ces paramètres sont définis et gardés constants 

pour toutes les coupes. 

Cette méthode permet de mesurer différents paramètres : le nombre de zones 

immunoréactives, la surface repésentée par le marquage, la densité moyenne et la densité 

totale du marquage, etc. Le paramètre que nous avons choisi d'exploiter est appelé densité 

intégrée totale (TID). Il s'agit en fait de la somme des valeurs de tous les pixels au dessus du 

seuil dans la zone de quantification dessinée. Comme la zone quantifiée n'est pas identique 

pour toutes les coupes, cette valeur a été normalisée par rapport à la surface de la zone 

quantifiée en µm² (TID/µm²). Ceci permet de normaliser les valeurs entre toutes les coupes. 

Ce paramètre est très intéressant, car il prend en compte à la fois la densité du marquage 

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

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

de zones immunoréactives comptées et sur le TID/µm². La quantification est effectuée pour 3 

valeurs de seuil différentes (20, 35 et 50). La taille des particules comptées est constante et fixée à 

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

immunoréactives comptées et sur le TID/µm². La quantification est effectuée pour 3 tailles de 

particules différentes (10, 40 et 80 pixels). Le seuil est gardé constant et fixé à 35.  

 

 

Dans cette méthode, il y a 3 étapes cruciales qui requièrent une attention spécifique: 1) la 

détermination des paramètres pour ré-étalonner la balance des couleurs; 2) la détermination 

du seuil et 3) la détermination de la taille des particules à prendre en compte. Un exemple de 

variations des valeurs finales en fonction du seuil ou de la taille des particules est donné en 

figure 27. A taille de particules constante, les valeurs obtenues sont plus élevées lorsque le 

seuil diminue, mais le profil général reste le même. A seuil constant, la variation de la taille 

des particules n'a aucun effet sur le TID/µm². En ce qui concerne le nombre de zones 

immunoréactives, les valeurs moyennes augmentent lorsque la taille des particules diminue, 

mais le profil global ne change pas. 

A. 

B. 
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Figure 28 : Variations journalière de l'expression de la protéine ICER dans la glande pinéale 

de hamster syrien. Les résultats représentent l'expression d'ICER obtenue pour 2 lots d'animaux 

différents (courbe bleue comparée aux courbes rouge et verte) et pour deux réactions 

d'immunohistochimie différentes au sein d'un même lot (courbes rouge et verte). Les données sont 

exprimées comme le ratio entre le TID/µm² obtenu pour ICER et CREB sur des coupes adjacentes 

(ICER-IR/CREB-IR). Pour chaque point, la moyenne ± SEM de 4-5 animaux est représentée. Il 

n'y a aucune différence significative entre les 3 profils (ANOVA à deux facteurs par couple de 

courbes, p>0,05). 

 

 

Par la suite, les résultats obtenus pour un facteur de transcription nucléaire (ICER, 

pCREB ou c-FOS) ont été normalisés par rapport aux valeurs obtenues pour CREB sur des 

coupes adjacentes. En effet, nous avons vérifié que l'expression de CREB ne variait pas sur 24 

heures, afin de l'utiliser comme témoin d'expression constitutive. Cette dernière normalisation 

nous a donc permis de nous affranchir des variations inter-individuelles (quantité d'expression, 

fixation). Cette méthode de quantification nous a donc permis de réaliser des quantifications 

fiables et reproductibles de signaux biologiques en immunohistochimie (figure 28). 

 

 

III. Hybridation in situ  

 

A. Synthèse des ribosondes 

Les sondes utilisées sont des sondes d'ARN (ribosonde), permettant une meilleure 

hybridation que des sondes d'oligonucléotides. Dans le premier article, une autre méthode 

d'hybridation pour l'Aa-nat a été utilisée. Celle-ci utilise des oligonucléotides et est décrite en 

détail dans le Matériel et Méthodes de l'article 1. 
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Les plasmides utilisés pour la synthèse des sondes ont été clonés, séquencés et amplifiés 

préalablement au laboratoire. Je ne décrirai donc ici la synthèse de sonde qu'à partir de la 

linéarisation de ces stocks de plasmides. Leurs caractéristiques ainsi que les différentes 

enzymes nécessaires à leur linéarisation et à leur transcription sont donnés dans le tableau 2.  

 

 

 N° d'accession 
GenBank Provenance Taille 

(nucleotides) 
Enzyme de 

linéarisation 
Enzyme de 

transcription  

Aa-nat 
Séquence de 

hamster syrien 
AF092100 

Laboratoire 
(Gauer et al., 1999) 1045 nc 

AS: T7 
S: T3 

c-fos 

Séquence de 
hamster syrien 

AF061881  
(nt 628-1025) 

 
Laboratoire 

 (Dr Jérôme Menet) 
398 

AS: speI 
S: sacII 

AS: T7 
S: SP6 

Icer 
Séquence de 

hamster syrien 
AY225377 

Laboratoire 
(Diaz et al., 2003) 591 

AS: BamHI 
S: NotI 

AS: T3 
S: T7 

 

Tableau 2 : Caractéristiques des  ribosondes utilisées pour l'hybridation in situ 

 

 

1. Linéarisation des plasmides 

Le plasmide (50 µg) est linéarisé (37°C ; 1 nuit) avec 5µl d’une enzyme de restriction 

spécifique (10 U/µl et 1 µl/10 µg de vecteur, Fermentas) selon la sonde voulue (sens ou 

antisens), en présence de 5 µl de tampon d’enzyme 10X (Fermentas) contenant de la BSA 

(0.1 µg/µl). La linéarisation est vérifiée par électrophorèse (80V ; 50 mA) sur gel d’agarose 

(agarose 0,8 % ; 35 ml tampon tris borate EDTA (TBE) 1X, Euromedex ; 1 µl de bromure 

d'éthidium 10 mg/ml, Fermentas). 1 µl de plasmide sont mis à migrer pendant 1h30 en 

présence d’un tampon salin (500 ml TBE 1X ; 4 µl bromure d'éthidium), puis l’ADN est 

visualisé sous lumière UV à 254 nm. Comme la conformation d’un plasmide linéaire diffère 

de celle d’un plasmide circulaire, la distance parcourue par les deux plasmides doit être 

différente, c'est-à-dire que le plasmide linéarisé migre plus vite. 

L’ADN linéarisé est ensuite purifié par une extraction au phénol-chloroforme suivie 

d’une précipitation à l’éthanol. La solution d'ADN est mise en présence de 50 µl de 

phénol/chloroforme/Iso-amyl-alcool, puis après mélange et centrifugation (13000 g ; 5 min ; 

4°C), la phase aqueuse est récupérée et 50 µl d'eau ultrapure sont ajoutés au culot qui est 

recentrifugé afin de récupérer le maximum d'ADN. Une fois toute la phase aqueuse récupérée, 
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celle-ci est mise en présence de 100 µl de chloroforme, vortexée et centrifugée (13000 g ; 5 

min ; 4°C). Le surnageant (environ 80 µl) est récupéré et 1/10e de son volume en acétate de 

sodium et 2,5 volumes d'éthanol 100% sont ajoutés (environ 8 µl et 200 µl respectivement); 

ceci afin de permettre la précipitation de l'ADN. Après 2h à une nuit à -20°C le tout est 

centrifugé à 12000 rpm pendant 20min à 4°C. Le culot ainsi obtenu est lavé deux fois à 

l’éthanol 80% (-20°C) afin d’éliminer les sels, centrifugé, et le culot est séché. Il est repris 

dans de l’eau stérile afin d'obtenir une concentration de plasmide linéarisé d'environ 1 µg/µl. 

 

2. Transcription des ribosondes radioactives 

La trancription des ribosondes est réalisée avec le kit MAXIscript (Ambion) selon les 

recommandations du fabriquant. Dans l’ordre, sous hotte, sont ajoutés 2.5 µl de tampon de 

Transcription 10X, 1 µg d'ADNc (plasmide linéarisé), 1 µl de ATP, CTP et GTP, 1 µl d'UTP 

dilué au 1/40e, 1 µl de DTT 0.75 M, 1 µl soit 1 U de RNAsine (pour inhiber les ARNases), 4 

µl de 35S-UTP (50 µCi) et 1µl d'enzyme de transcription (T3, T7 ou SP6, 10  U/µl), de l'eau 

ultrapure qsp 25 µl. La réaction de transcription s’effectue à 37°C pendant 2h puis après ajout 

de 2 µl d'ADNase encore pendant 30 min. Le volume du milieu de synthèse de ribosonde est 

additionné d'un même volume d’eau autoclavée, puis déposé sur une colonne (Chroma-spin30; 

Ozyme) préalablement équilibrée qui est mise à centrifuger pendant 5 min à 1400 rpm. Le 

principe de cette purification est de retenir dans la colonne les molécules inférieures à 17 pb. 

Ainsi, le 35S-UTP non incorporé et le plasmide digéré sont retenus dans la colonne. La sonde 

purifiée éluée est utilisée tout de suite ou stockée à -20°C. Afin de vérifier le pourcentage 

d’incorporation de l’UTP radioactif, une fraction (1 µl) du mélange est prélevée avant et après 

centrifugation et placée dans 4ml de liquide de scintillation, permettant ainsi de procéder au 

comptage de la radioactivité en cpm avec un compteur d’émissions β.  

 

 

B. Hybridation et détection du signal 

1. Pré-hybridation 

Afin de préserver la qualité des tissus, le premier traitement consiste en une fixation de 

15 min par le paraformaldéhyde dilué à 4% dans du PBS 1X. Les lames sont ensuite rincées 

deux fois 5 min dans du PBS 1X. Les coupes sont soumises à un second traitement, 

triéthanolamine 0.1 M en présence d’anhydride acétique pendant 10 min, qui permet de 

saturer les sites de liaisons non-spécifiques en empêchant la formation de liaisons 
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électrostatiques entre la sonde et le tissu. Après rinçage avec du PBS 1X, les lames sont 

déshydratées dans des bains d’alcool de concentration croissante (de 70 à 100%) pour éviter 

la dilution du milieu d’hybridation. Les lames sont séchées à l’air libre avant hybridation.  

 

2. Hybridation 

La sonde est dénaturée (95°C, 5 min puis 2 min sur glace) avant d’être mélangée au 

milieu d’hybridation préchauffé à 54°C. La concentration de sonde requise est de 80 pM pour 

l'Aa-nat et Icer, et 400 pM pour c-fos. Les différents composants du milieu d’hybridation 

(tableau 3) permettent de saturer les sites non-spécifiques, d’éviter l’oxydation de la sonde et 

de diminuer la stringence, le volume aqueux et la température de fusion. Le mélange sonde / 

milieu est déposé (80 µl) sur les lames, qui sont alors recouvertes d'une lamelle stérile. 

L'ensemble est ensuite scellé avec une colle pour histologie (DPX, Fluka) et placé au four à 

54°C pour une nuit. 

 

 

 Concentration 
initiale 

Quantité (dans un 
volume final de 40 ml) 

Concentration 
finale 

Formamide désionisé 100% 20 ml 50% 

SSC 20x 4 ml 2x 

Denhart’s 50x 800 µl 1x 

ADN de sperme de 
saumon 

10 mg/ml 2 ml 0,5 mg/ml 

ARN de transfert 50 mg/ml 200 µl 0.25 mg/ml 

Sulfate dextran 100% 4 g 0,1 g/ml 

 

Tableau 3 : Composition du milieu d'hybridation 

 

 

3. Post-hybridation 

 Les différents traitements de posthybridation permettent de réduire les liaisons non-

spécifiques (bruit de fond) par l'utilisation d'une ribonucléase qui digère les ARN monobrins 

(sondes non hybridées) et par des bains successifs de stringence croissante. Après avoir 
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enlevé la colle et les lamelles, les lames sont immédiatement plongées dans une solution de 

SSC 4X pendant 5 min puis dans des bains de SSC 4X successifs afin d'enlever le maximum 

de milieu d'hybridation restant. Un traitement par la ribonucléaseA [20 µl à 10 mg/ml pour 

200ml de tampon ARNase (NaCl 0,5 M, TRIS 10 mM pH 8, EDTA 1 mM)] à 37°C pendant 

30 min est alors effectué. Ensuite, les lames sont lavées dans plusieurs bains de stringence 

croissante: 2 fois 5 min SSC 2X, 2 fois 5 min SSC1X, 5 min SSC 0,5X, 5 min SSC 0,2X, puis 

un dernier bain de SSC 0.1X de 30 min à 62°C. Les coupes sont ensuite déshydratées dans 

des bains d'alcool croissant contenant de l'acétate d'ammonium, puis séchées à l’air libre.  

 

4. Autoradiogramme et révélation 

En chambre noire, un plan film (Bio Max MR, Kodak) est positionné au contact des 

lames hybridées et d’une lame contenant une gamme standard au 14C (Amersham), dans une 

cassette étanche placée à l’obscurité pendant un temps dépendant de la sonde utilisée et de 

l'intensité de marquage voulu. Les émissions β dues au 35S ionisent les cristaux d’argent 

contenus dans le plan film ce qui forme une image latente. Par immersion du plan film dans 

un bain de révélation (4 min, D-19, Kodak, dilué 1:4) puis un bain de fixation (3 min, Hypam, 

Ilford, dilué 1:5) suivis tous deux par un rinçage à l’eau courante, une image visible de grains 

d’argent est alors formée et les cristaux non ionisés sont dissous. On obtient alors un 

marquage au niveau des émissions β. L’intensité du marquage est fonction de la quantité de 
35S présente qui est proportionnelle au nombre d’hybrides formés. 

 

5. Quantification 

Les films sont scannés et l’image est traitée avec le logiciel Image J (NIH) en utilisant 

comme gamme étalon des standards au 14C. Par coupe, deux mesures de densité optique sont 

effectuées : une dans la glande pinéale et une autre dans le cerveau (zone d’hybridation "non 

spécifique"). La soustraction de la moyenne obtenue dans la zone non spécifique de celle de la 

glande pinéale permet d’obtenir une valeur correspondant à l’hybridation spécifique, donc un 

niveau relatif d’ARNm hybridé. Pour chaque animal, une moyenne est calculée à partir des 

mesures obtenues pour trois à six coupes. Pour chaque point horaire, nous avons donc 

plusieurs valeurs correspondantes aux moyennes obtenues pour chaque animal. Comme la 

variabilité intra-individuelle est nettement inférieure à la variabilité inter-individuelle, pour 

chaque point horaire, nous calculons la moyenne de l’ensemble des coupes pour chaque 

animal.
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IV. Western Blot 

 

A. Préparation des homogénats et dosage des protéin es 

Lorsque nous avions commencé à utiliser la technique de Western Blot, que ce soit pour 

les analyses in vivo ou in vitro, nous groupions 2 à 3 glandes pinéales par condition 

expérimentale pour avoir assez de protéines à exploiter. Cette méthode correspond à la 

première méthode de réalisation des homogénats qui sera décrite. Par la suite, quand nous 

avons commencé à exploiter les ARNm par RT-PCR pour les expériences in vitro, nous 

voulions exploiter à la fois les ARNm et les protéines sur les mêmes échantillons, afin de 

diminuer le nombre d'animaux à utiliser. Par ailleurs, nous avons dans ce cas réalisé les 

extractions des glandes pinéales individualisées, et non groupées afin d'avoir un effet plus 

reproductible. Ceci correspond à la deuxième méthode d'extraction des protéines décrite. 

  

1. Première méthode 

Les homogénats cellulaires sont réalisés dans du tampon Laemmli ("Laemmli Sample 

Buffer" (LSB) 1X: Tris-HCl 125 mM ; glycérol (ultra pur) 20% ; SDS (sodium dodécyl 

sulfate) 4% ; β-mercaptoéthanol 10%), qui permet de dénaturer les protéines (élimination des 

ponts dissulfure, des liaisons hydrogène, etc) et de leur donner une charge négative globale 

(grâce au SDS). Les glandes sont soniquées sur glace dans le tampon à une fréquence de 40 

Hz jusqu’à l'obtention d’une solution homogène (10 à 15 secondes). Les homogénats obtenus 

sont mis à bouillir pendant 5 min dans un bain-marie (ce qui aide à la dénaturation des 

protéines), puis centrifugés à 13000 rpm afin d’éliminer les éléments insolubles.  

La quantité de protéines contenue dans les homogénats est dosée selon la méthode de 

Zaman-Verwilghen (Zaman et Verwilghen, 1979). Afin de précipiter le SDS qui interfère 

avec cette méthode de dosage, 5 µl d’homogénat sont mis à incuber 10 min à température 

ambiante avec 20 µl d’eau ultra pure et 225 µl de tampon phosphate potassique 100 mM puis 

centrifugés à 13.000 rpm. Cent microlitres de réactif de Bradford (Bleu de Coomassie G-250 

0,01% ; éthanol 95° 4,7% ; acide phosphorique 8,5%) sont ajoutés à 30 µl de surnageant, ce 

qui permet une coloration des protéines avec une intensité proportionnelle à leur quantité 

(Bradford, 1976). Le rapport des absorbances à 620 et 450 nm est mesuré, puis comparé à 

ceux obtenus pour des standards réalisés avec de l’albumine (de 0,25 µg/µl à 4 µg/µl). 
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2. Deuxième méthode 

Dans certaines expériences, les ARN et les protéines ont été extrait sur les mêmes 

échantillons. Pour cela, la première étape consiste à extraire les ARN (voir section V.A), puis 

l'ADN de la phase organique par précipitation à l'éthanol (0,3 ml d'éthanol 100% pour 1 ml de 

TRI-Reagent); centrifugation 5 min à 2000 rpm à 4°C. Au surnageant contenant les protéines 

(500 µl), sont alors ajoutés 3 volumes d'acétone, puis après 10 min à température ambiante, 

les protéines sont sédimentées par centrifugation à 12000 rpm à 4°C. Le culot est lavé 3 fois 

10 min dans 1 ml de guanidine hydrochloride 0,3 M-éthanol 95%-glycérol 2,5%. A chaque 

lavage, le mélange est laissé à température ambiante 10 min puis les protéines sont 

sédimentées à 8000 rpm à 4°C. Un dernier lavage est réalisé avec une solution d'éthanol 95%-

glycérol 2,5% suivi d'une centrifugation de 5 min à 8000 rpm. Le culot de protéines est séché 

à l'air libre et resuspendu dans du LSB 1X. Les homogénats obtenus sont bouillis 5 min, puis 

centrifugés à 13000 rpm. Les protéines sont dosées de la même manière que précédemment.  

 

 

B. Séparation et immunodétection des protéines 

1. Electrophorèse et électrotransfert des protéines  

L’électrophorèse est réalisée selon la méthode décrite par Doucet (Doucet et al., 1990). 

Du Bleu de Bromophénol (1 µl) est ajouté aux homogénats afin de les colorer, puis un volume 

contenant 10-15 µg de protéines est chargé sur gel de polyacrylamide à 14% dont la 

composition du gel est donnée dans les tableaux 4 et 5. Le gel est alors placé dans un appareil 

à électrophorèse (Mini-ProteanII, BioRad) et recouvert de tampon de migration ("Running 

Doucet" 1X : Tris(hydroxyméthyl)-aminométhane 50 mM ; glycine 150 mM ; SDS 0,1% ; pH 

8,3-8,9). Un courant électrique de 30 mA est appliqué pendant environ 1h20.  

Les protéines séparées dans le gel de polyacrylamide sont ensuite transférées sur une 

membrane de difluore de polyvinylidène (PVDF, BioRad), qui permet une très bonne 

rétention des protéines en présence de SDS (170-200 µg de protéines/cm² de membrane) et 

offre également une très bonne stabilité mécanique et chimique. Le gel est d'abord équilibré 

pendant 30 min dans du tampon d’électrotransfert (Towbin 0,5X : Tris(hydroxyméthyl)-

aminométhane 12,5 mM ; glycine 96 mM ; SDS 0,0125% ; pH 8,3), puis apposé contre une 

membrane de PVDF, et recouvert de Towbin 0,5X. Un courant électrique de 150 à 300 mA 

est appliqué du gel vers la membrane pendant 1h30 à 2h30 selon la taille des protéines 

recherchées. A la fin du transfert, la membrane est lavée 4 fois 5 min dans de l’eau ultra pure.  
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Solution Composition Volume Concentration finale 

Acrylamide 
100 :1 

Acrylamide 40%, bisacrylamide 1% 1,75 ml 14% 

Tampon de 
séparation 4X 

Tris(hydroxyméthyl)aminométhane 400 mM, 
glycine 1,2 M, glycérol 20%, SDS 1,6% 

1,25 ml 1X 

TEMED 
 

---------- 
5 µl 0,001% 

Persulfate 
d’ammonium 

---------- 50 µl 0,01% 

Eau ultrapure ---------- 2 ml ---------- 

 

Tableau 4 : Composition du gel de séparation (valeurs pour 1 gel). Le pourcentage de 

bisacrylamide est donné en fonction de celui de l’acrylamide. 

 

 

Solution Composition Volume Concentration finale 

Acrylamide Acrylamide 30%, bisacrylamide 2.67% 800 µl 4% 

Tampon de 
concentration 4X 

Tris(hydroxyméthyl)aminométhane 280 mM, 
EDTA 16 mM, glycérol 20%, SDS 1,6% 

1,5 ml 1X 

TEMED ---------- 20 µl 0,3% 

Persulfate 
d’ammonium 

---------- 20 µl 0,3% 

Eau ultrapure ---------- 3,7 ml ---------- 

 

Tableau 5 : Composition du gel de concentration (valeurs pour 2 gels). Le pourcentage de 

bisacrylamide est donné en fonction de celui de l’acrylamide. 

 

 

2. Immunodétection des protéines 

a) Immunoblot 

La membrane est lavée 4 fois 5 min dans une solution de TBHS 1X-Tween20 0,05%, 

puis les sites de liaisons aspécifiques sont saturés avec une solution de lait 2% dilué dans du 

TBS 1X-Tween20 0,05% . Elle est ensuite incubée à température ambiante pendant une nuit 

avec l’anticorps primaire dilué dans une solution de TBS 1X-Tween20 0,05%-réactif bloquant 

0,25% (Roche)-NaN3 0,02%. La liste des anticorps utilisés, leurs caractéristiques et leurs 
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dilutions sont données dans le tableau 1. Après l’incubation, la membrane est lavée 6 fois 5 

min avec du TBHS 1X-Tween20 0,05%, puis incubée pendant 1 heure à température 

ambiante avec un anticorps secondaire de chèvre anti-lapin (Jackson), couplé à la peroxydase 

de Raifort, dilué au 1/20000 dans une solution de TBS 1X-Tween20 0,05%-Gélatine  0,25%. 

Finalement, la membrane est lavée 6 fois 10 min dans du TBHS 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 révélation (Supersignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate, Pierce) à l’obscurité pendant 5 min. Elle est ensuite placée entre 

deux feuilles plastiques avec le reste de la solution. Un film photographique est apposé sur 

l’ensemble, toujours à l’obscurité. La solution de révélation contient du peroxyde 

d’hydrogène (substrat de la peroxydase) ainsi que du luminol. Lors de la dégradation du 

peroxyde d’hydrogène en eau par la peroxydase, une réaction d’oxydoréduction  se produit et 

le luminol est dégradé en un composé émettant des photons qui vont impressionner le film. Il 

y aura présence de bandes noires aux endroits où une activité de la peroxydase a eu lieu, c’est 

à dire là où se situent les anticorps dirigés contre les protéines recherchées. Le temps 

d’exposition peut varier de 30 secondes à 2 heures en fonction de la protéine et des anticorps 

utilisés. Ce délai passé, le film est révélé selon la séquence suivante : 10 min dans une 

solution de révélateur (Kodak) ; 1 à 2 min dans de l’eau pour rincer ; 5 min dans une solution 

de fixateur (Ilford Hypam) ; 1 à 2 min dans l’eau. 

Après la révélation, les membranes peuvent être réutilisées pour révéler une autre 

protéine, après avoir décroché les anticorps primaires et secondaires par une élution. Les 

membranes sont alors lavées 2 fois 2 min dans de l’eau. Elles sont ensuite placées dans du 

tampon d'élution (glycine 10 mM ; triton X100 0,3% ; β-mercaptoéthanol 50 mM ; pH 2,2) à 

50°C pendant 30 min, et enfin lavées abondamment dans de l’eau. Elles peuvent alors être 

soit conservées dans de l’eau contenant 0,02% de NaN3, soit réutilisées pour un autre 

immunomarquage. Afin de s'assurer que la méthode assure une bonne élution des anticorps, 

les contrôles suivants ont été réalisés pour chaque anticorps utilisé : une membrane sans 

anticorps ré-incubée avec la solution de révélation ; une membrane sans anticorps primaire 

subissant le même traitement. 



V. RT-PCR 
 

 MATERIEL ET METHODES  112 

C. Quantification 

Les films photographiques obtenus ont été scannés et la densité optique des bandes 

mesurée avec un logiciel d’analyse d'images (NIH Image J). La moyenne de densité optique 

d'une bande est normalisée par rapport à la valeur obtenue pour CREB ou la tubuline α 

(témoins d’expression constitutive) sur la même membrane après élution. 

 

 

V. RT-PCR 

 

A. Extraction des ARNm et synthèse des ADNc 

L'extraction est réalisée avec du TRI-Reagent (Fermentas) selon les recommandations du 

fabricant. Après les expériences de culture, les glandes pinéales congelées (1 par tube) sont 

directement mises en présence de 600 µl de TRI-Reagent, homogénéisées et laisées 5 min à 

température ambiante. Après ajout de 1/5e du volume en chloroforme et mélange, les tubes 

sont laissés 2 à 3 min à température ambiante, puis centrifugés à 12000 rpm à 4°C. Il se forme 

alors 3 phases : une phase aqueuse (au dessus) contenant les ARN, une phase intermédiaire et 

une phase organique contenant les protéines. La phase aqueuse (environ 250 µl) est alors 

récupérée dans un nouveau tube stérile. Pour certaines expériences, les autres phases ont été 

conservées dans le but d'en extraire les protéines. 

A la phase aqueuse sont ajoutés 3 µl d'une solution de glycogène ultrapur à 5 µg/µl et 400 

µl d'isopropanol. L'isopropanol permet de précipiter les ARN et le glycogène sert de "porteur", 

assurant une meilleure précipitation. Le mélange est laissé 10 min à température ambiante, 

puis centrifugé 10 min à 12000 rpm à 4°C. Les ARN précipitent alors sous forme de petites 

masses gélatineuses qui apparaissent blanchâtre grâce au glycogène. Après centrifugation, le 

surnageant est enlevé et le culot est lavé dans de l'éthanol à 70°. Le mélange est alors 

centrifugé 5 min à 12000 rpm à 4°C, puis le surnageant est enlevé et le culot est séché à l'air 

libre (5 à 10 min). Une fois sec, le culot est resuspendu dans 24 µl d'eau ultrapure. Les ARN 

dilués sont incubés 10 min à 55°C, puis la concentration est déterminée par spectrométrie. 

La transcription inverse des ARNm est réalisée avec le kit Omniscript RT (Qiagen) selon 

les recommandations du fabricant. Les 24 µl de solution d'ARN obtenus sont mis en présence 

de 6 µl d'un mélange réactionnel détaillé dans le tableau 6, puis incubés 1 h à 37°C. Après 

cela, la réaction est stoppée en incubant les tubes 5 min à 95°C. La solution d'ADNc ainsi 

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

Tampon 10 X 1,5 µl 0,5 X 

dNTPs 5 mM chacun 1,5 µl 0,25 mM chacun 

Amorce (oligonucléotide 

composé de 18 T) 
10 µM 1,5 µl 0,5 µM 

Inhibiteur d'ARNase 10 U/µl 0,75 µl 7,5 U (pour 30 µl de réaction) 

Omniscript RT 4 U/µl 0,75 µl 3 U (pour 30 µl de réaction) 

 

Tableau 6 : Composition du mélange réactionnel pour la transcription inverse 

 

 

B. PCR et détection  

L'amplification par PCR se déroule dans le mélange réactionnel détaillé dans le tableau 7. 

Elle se déroule suivant la séquence suivante : 1 min de dénaturation à 94°C, 1 min 

d'hybridation des amorces à 63°C et enfin 1 min d'extension à 72°C. La dénaturation initiale 

et l'extension finale sont de 5 min chacune. Le nombre de cycles utilisé pour chaque couple 

d'amorces est donné dans le tableau 8. Toutes les réactions incluent un témoin négatif réalisé 

avec de l'eau à la place de l'échantillon. La séquence des amorces a été déterminée à l'aide du 

logiciel libre "Primer 3" disponible sur internet (Rozen & Skaletsky, 2000) en utilisant les 

séquences d'ADNc de hamster, sauf Icer pour lequel la séquence de rat a été utilisée. Les 

séquences sont données dans le tableau 8. 

Les ADNc amplifiés sont ensuite séparés par électrophorèse (80 V ; 50 mA) sur gel 

d’agarose 1,5 % (agarose 0,8 g ; 50 ml TBE 1X ; 1 µl bromure d’éthidium 10 mg/ml) pendant 

1 heure dans du TBE 1X. L’ADN est visualisé sous lumière UV à 254 nm et une image 

numérique du gel est prise. L'intensité des bandes observées est quantifiée selon la même 

méthode que pour les films de Western-Blot. Dans ce cas, le témoin d'expression constitutive 

utilisé est la Gapdh. 
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 Concentration stock Volume 
Concentration 

finale 

Echantillon ----- 1 µl ----- 

Tampon 

(Fermentas) 
10 X 3 µl 1 X 

dNTPs 2,5 mM chaque 1,2 µl 0,1 mM 

MgCl 2 25 mM 1,8 µl 1,5 mM 

amorce 30 µM 1 µl de chaque 1 µM 

TAQ polymérase 5 U/µl 0,2 µl 1 U/réaction 

Eau stérile ----- qsp 30 µl ----- 

 

Tableau 7 : Composition du mélange réactionnel  pour les réactions de PCR 

 

 

 amorces 
Fragment 
amplifié 

Taille 
(nucléotides) 

Nombre 
de cycles 

Aa-nat Gauche: 5'-TCTGTCTCCGGTACCTGTCC-3' 
Droit: 5'-AGGTATCGCCACAGCAAGAC-3' 

172-431 
AF092100 

hamster 
260 30 

c-fos Gauche: 5'-GGAGGAGAAACGGAGAATCC-3' 
Droit: 5'-CAGGGAAGCCACAAACATCT-3' 

408-663 
AF061881  

hamster 
256 25 

Icer Gauche: 5'-TGGCTGTAACTGGAGATGAAACT-3' 
Droit: 5'-AGCAGCTTCCCTGTTTTTCA-3' 

59-285 
NM017334 

rat 
227 25 

Gapdh Gauche: 5'-AGAACATCATCCCTGCATCC-3' 
Droit: 5'-TCACTCTTGAAGTCGCAGGA-3' 

575-830 
U10983 
hamster 

256 22 

 

Tableau 8 : Caractéristiques des amorces utilisées pour les réactions de PCR 

 

 

VI. Analyses statistiques 

 

Les analyses statistiques consistent en des ANOVA à un ou deux facteurs selon 

l'expérience, suivies d'un test de comparaisons multiples de Tukey. Les différences sont 

considérées comme significatives pour p<0,05. Pour chaque condition spécifique, les résultats 

sont exprimés en moyenne ± SEM des valeurs de 3 à 6 animaux. Pour les expériences de 

culture, où il n'y avait que de 2 glandes pinéales par condition, aucune analyse statistique n'a 

été réalisée. 
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Cette partie est dédiée à la présentation des résultats obtenus dans le cadre de mon projet 

de thèse. La plus grande partie sera présentée sous la forme d'un article publié et d'un article 

soumis. D'autres résultats seront présentés comme des données complémentaires non publiées 

et apportant quelques éclaircissements quant aux mécanismes décrits dans les articles. Ces 

résultats complémentaires pouvant servir à la fois aux deux articles, ceux-ci seront discutés au 

fur et à mesure de leur description. 

Cette section est organisée en trois parties. La première traite spécifiquement de la 

régulation noradrénergique des protéines AP-1 et de pCREB et de leur intervention dans la 

régulation de la synthèse nocturne de l'Aa-nat, chez le hamster, mais également chez le rat. La 

seconde traite à la fois des mécanismes de la restriction diurne et photopériodique de 

l'expression de l'Aa-nat chez le hamster syrien en condition in vivo, en particulier du rôle 

d'ICER dans ces deux phénomènes. La troisième partie présente des études préliminaires qui 

traitent de la restriction diurne dans des glandes pinéales en culture. Ces dernières expériences 

ont été réalisées dans le but d'étudier ce phénomène sous un autre angle, le modèle in vivo 

ayant maintenant atteint ses limites en termes de compréhension des mécanismes 

moléculaires associés. 
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I. Expression et rôle des facteurs AP-1 et de pCREB  dans la glande 

pinéale du hamster syrien 

 

A. Introduction 

La synthèse de mélatonine chez le hamster syrien, tout comme chez le rat, est strictement 

régulée d'un point de vue transcriptionnel. Cependant, l'analyse précise de cette régulation 

révèle des différences majeures entre les deux espèces, essentiellement dans l'initiation de la 

transcription de l'Aa-nat. En effet, le délai d'induction de l'Aa-nat est de 5 à 6 heures chez le 

hamster, alors qu'il est de 3 à 4 heures chez le rat. Cette différence semble être la conséquence 

directe de l'intervention de facteur de transcription synthétisés en début de nuit chez le 

hamster (Garidou et al., 2003b). Dans cette partie, nous avons voulu caractériser ces facteurs 

de transcription et étudier leur rôle potentiel dans la synthèse de mélatonine.  

Les protéines du complexe AP-1 sont des facteurs de transcription interagissant entre eux 

pour former différents dimères plus ou moins actifs dans l'initiation de la transcription. 

L'expression des ces facteurs a été bien décrite dans la glande pinéale de rat et il semblerait 

qu'ils n'interviennent pas directement dans le contrôle de la transcription de l'Aa-nat chez cette 

espèce. Cependant, vu le caractère précoce de l'expression de ces facteurs, nous avons cherché 

à savoir si leur intervention pouvait expliquer la différence existant entre l'initiation de la 

synthèse de mélatonine chez le rat et le hamster. Dans ce but, nous avons étudié l'expression 

rythmique de ces facteurs, spécialement c-FOS, c-JUN et JUN-B, ainsi que leur régulation 

dans la glande pinéale de hamster. En parallèle, nous avons également caractérisé l'expression 

et la régulation du facteur de transcription CREB afin de définir son rôle potentiel dans la 

synthèse de mélatonine chez le hamster syrien. Les résultats obtenus dans le cadre de cette 

étude sont présentés sous la forme d'un article publié et de 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 l’expression du gène de l’ 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 réalisée dans le but de caractériser la régulation de l'expression des 

protéines pCREB et c-FOS en début de nuit dans la glande pinéale du hamster syrien. Elle 

vient en complément de l'expérience n°2 de l'article 1 qui consistait en l'étude de l'effet de 

l'injection d'antagonistes adrénergiques sur l'expression de ces deux facteurs. Par ailleurs, 

cette expérience nous a également permis de définir les doses d'agonistes adrénergiques à 

utiliser dans l'étude sur la restriction diurne de ces deux facteurs dans l'article 1 et 2. 

 

 

 
 

Figure 29 : Induction de l'expression des protéines pCREB et c-FOS en début de nuit dans la 

glande pinéale de hamsters syrien maintenus en LL. Pour cette expérience 4 groupes d'animaux, 

préalablement acclimatés en LD 14:10 (lumière de 05h à 19h), ont été maintenus en lumière 

constante (LL) en début de nuit. Trois groupes ont été injectés à 20h (1h après le début de la nuit 

subjective) avec soit une solution de Ringer, soit une solution d'isoprotérénol/phénylephrine à 3 

mg/kg ou 6 mg/kg, puis sacrifiés à 22h (3h après le début de la nuit subjective). En parallèle, un 

groupe maintenu en LD et un groupe maintenu en LL, ne recevant aucune injection, ont été 

sacrifiés à 22h pour servir respectivement de témoin positif et négatif d'expression. A 22h, les 

animaux ont été sacrifiés et préparés pour l'immunohistochimie pour CREB, pCREB et c-FOS 

selon le protocole expliqué dans la partie Matériel et Méthodes. Les données obtenues pour 

l'immunoréactivité de pCREB et c-FOS sont présentées comme le ratio entre les TID/µm² de ces 

deux facteurs et le TID/µm² obtenu pour CREB sur des coupes adjacentes. Chaque condition est la 

moyenne±SEM de 4 à 5 animaux. *p<0,05 comparée au témoin positif en LD (ANOVA à un 

facteur suivie d'un test de comparaisons multiples de TUKEY). 
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L'inhibition de la libération de la NA en début de nuit par la lumière (LL) inhibe 

l'augmentation de l'expression endogène de pCREB et de c-FOS (figure 29) normalement 

observée 3h après le début de la nuit en LD. Cette expression est réinduite par les injections 

exogènes d'agonistes adrénergiques (Iso/Phe), à des niveaux équivalents à la condition LD. 

L'expression observée pour ces deux facteurs est maximale pour les deux doses utilisées. 

Cependant, il est probable que l'injection en elle-même puisse causer un léger stress aux 

animaux en LL, et ainsi augmenter légèrement l'expression de pCREB, car les animaux 

injectés au Ringer montrent une légère augmentation de l'expression de celui-ci.  

Grâce à cette expérience, en complément de l'expérience n°2 de l'article 1, nous voyons 

que pCREB et c-FOS sont induits en début de nuit par des agonistes adrénergiques, et donc 

par la libération endogène de NA sur la glande pinéale. Suite à cette expérience, nous avons 

débuté l'étude sur l'induction de ces deux facteurs par des agonistes adrénergiques de jour 

dans la glande pinéale du hamster syrien dans le but de décrypter les mécanismes 

responsables de la restriction diurne de la synthèse de mélatonine chez cette espèce. Pour cela 

un protocole d'injections de jour a été défini, en utilisant la dose minimale d'agonistes 

adrénergique de 3 mg/kg. 

 

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

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

Ces expériences peuvent être utilisées en complément de l'article 1 et de l'article 2. Leur 

but est de caractériser l'induction de la protéine c-FOS en milieu de jour/jour subjectif  en LD 

et en LL. La figure 30A montre tout d'abord que l'induction de c-FOS par des agonistes 

adrénergiques est très faible, en milieu de jour en LD, suggérant donc une restriction 

temporelle de son induction tout comme pour l'Aa-nat. Cependant, cette induction est possible 

lorsque les animaux ont été maintenus en LL durant 3 jours (figure 30B). Ceci peut venir 

d'une hypersensibilité des récepteurs causée par l'inhibition de la libération endogène de NA 

par la lumière constante. Néanmoins, cette condition nous a permis d'analyser si l'induction de 

c-FOS dépendait de la stimulation α- et/ou β-adrénergique. Il apparaît sur la figure 30B que la 

stimulation par l'isoprotérénol est nécessaire et suffisante à l'induction de c-FOS après 3 jours 

en LL, alors que dans cette condition, la stimulation α-adrénergique est inefficace. 

Ceci suggère que l'inhibition de l'expression de c-FOS en début de nuit par la prazosine 

(expérience 2 de l'article 1) n'est pas due à une inhibition directe de la synthèse de c-FOS par 

la voie α-adrénergique, mais plutôt par une inhibition de la potentialisation de la voie β-
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adrénergique. Cependant, dans l'expérience décrite ici, aucun effet potentialisateur sur 

l'induction de c-FOS n'a pu être observé (conditions Iso et Iso/Phe similaires). Il est possible 

que l'effet de la lumière constante sur l'hypersensibilité des récepteurs soit plus important dans 

le cas des récepteurs β-adrénergiques que des récepteurs α-adrénergiques chez le hamster, 

expliquant ainsi l'absence d'effet de la stimulation α-adrénergique. 

 

 

 
 

Figure 30 : Induction de l'expression de la protéine c-FOS en milieu de jour/jour subjectif 

dans la glande pinéale de hamsters syrien en LD et après 3 jours en LL. (A) Les hamsters 

maintenus en LD ont été injectés en milieu de jour (12h) avec une solution 

d'isoprotérénol/phénylephrine (Iso/Phe ; 3 mg/kg) ou de Ringer et les glandes pinéales ont été 

prélevées 1 heure ou 3 heures après l'injection. (B) Les animaux ont été maintenus en LL 3 jours 

avant le début de l'expérience. Le jour de l'expérience, ils ont été injectés en milieu de jour 

subjectif (12h) avec soit une solution d'isoprotérénol (Iso ; 3 mg/kg), de phénylephrine (Phe ; 3 

mg/kg), d'un mélange des deux (Iso/Phe, 3 mg/kg chacun) ou de Ringer, puis les glandes pinéales 

ont été prélevées 1 heure ou 3 heures après l'injection. Dans les deux expériences, 2 groupes 

d'animaux ont été sacrifiés au moment de l'injection et à 22h et constituent respectivement des 

témoins d'expression de jour et de nuit.  Pour chaque condition, 2 à 3 glandes ont été groupées 

dans un même tube pour obtenir une quantité de protéines exploitable. Les prélèvements, la 

réalisation des homogénats et les western blots pour c-FOS et CREB ont été effectués selon le 

protocole détaillé dans la partie Matériel et Méthodes (méthode 1 pour les homogénats). Chaque 

expérience a été reproduite 2 fois, avec des résultats similaires. 
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II. Restriction diurne et régulation photopériodiqu e de l'expression 

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

 

A. Introduction 

La deuxième caractéristique de la synthèse de mélatonine chez le hamster syrien est 

l'incapacité à stimuler celle-ci de manière exogène par des injections d'agonistes 

adrénergiques durant la phase diurne du nycthémère. Cette restriction de la synthèse de 

mélatonine est directement liée à la restriction de l'induction de l'Aa-nat, vu que celle-ci ne 

peut pas non plus être stimulée par des injections diurnes d'agonistes adrénergiques. 

Cependant, l'utilisation du gène de l'Aa-nat en tant que marqueur d'activation de la glande 

pinéale est difficile, essentiellement à cause du long délai nécessaire à son induction. Dans 

l'article 1 , nous avons caractérisé la régulation de c-FOS et mis en évidence son expression 

précoce suite à une stimulation noradrénergique. Nous avons donc suivi l'expression du gène 

c-fos (ARNm et protéine) en tant que marqueur de l'activation de la glande pinéale. 

Des études précédentes ont suggéré l'intervention d'un facteur de transcription inhibiteur, 

présent et actif durant le jour, et responsable de l'inhibition diurne de la transcription de l'Aa-

nat. Connaissant le rôle majeur d'ICER dans l'inhibition de la transcription des gènes 

dépendant de l'AMPc, nous avons étudié le profil d'expression de cette protéine dans la glande 

pinéale du hamster syrien. Son expression élevée durant le jour pourrait expliquer 

l'impossibilité d'induire l'Aa-nat, ainsi que les autres gènes dépendants de l'AMPc.  

Nous avons également envisagé l'hypothèse que la restriction diurne de l'induction de 

l'Aa-nat soit due à un blocage de la voie de signalisation noradrénergique. Dans ce but, nous 

avons étudié le profil d'activation de cette signalisation, en utilisant l'induction de pCREB 

comme marqueur. 

 

 

 

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

« Blocage diurne de la synthèse de mélatonine dans la glande pinéale du 

hamster syrien »
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C.  Résultats complémentaires 

1. Expression diurne de la protéine ICER après 1 ou  3 jours en LL 

Afin de déterminer si l'induction diurne de c-fos, Icer et l'Aa-nat après 1 ou 3 jours en LL 

(article 2, expériences précédentes, Garidou et al., 2003) est due à une diminution de 

l'expression d'ICER dans la glande pinéale (qui lèverait l'inhibition sur les séquences CRE des 

promoteurs), nous avons étudié la quantité de protéine ICER présente en milieu de jour 

subjectif dans la glande pinéale de hamster syrien suite à 1 ou 3 jours en LL (figure 31). 

Après un jour en LL, les niveaux d'ICER en milieu de jour (à 14h) sont diminués 

d'environ 50% par rapport à ceux observés en LD. Après 3 jours en LL, les niveaux sont 

encore diminués et atteignent environ 35% des niveaux en LD. Il apparaît donc que 

l'inhibition de la libération endogène de NA sur la glande pinéale durant la nuit inhibe la 

formation de la protéine ICER, qui diminue fortement après seulement une nuit en LL. Cette 

diminution pourrait expliquer pourquoi il est possible d'induire c-fos, Icer et l'Aa-nat en LL. 

En effet, la diminution de la quantité de protéines ICER diminuerait ainsi l'inhibition des sites 

CRE des promoteurs des gènes qui deviendraient alors accessibles à pCREB. 

 

 
 

Figure 31 : Expression de la protéine ICER en milieu de jour subjectif en LL dans la glande 

pinéale de hamster syrien. Les animaux, préalablement acclimatés en LD 14:10, ont été soit 

maintenus en LD, soit placés en LL durant 1 ou 3 jours. Le jour du prélèvement, ils ont été 

perfusés à 14h avec la solution de fixateur et les cerveaux ont été prélevés et traités pour 

l'immunohistochimie pour ICER et CREB conformément au protocole détaillé dans la partie 

Matériel et Méthodes. Les données sont présentées comme le ratio entre le marquage ICER et le 

marquage CREB (ICER-IR/CREB-IR) et chaque point est la moyenne±SEM de 4 animaux. 

*p<0,05 comparée à la condition LD (ANOVA à 1 facteur suivie 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 sur l'induction diurne de c-

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

Suite à la découverte de la fenêtre de restriction d'activité transcriptionnelle dans la 

glande pinéale, nous avons voulu savoir si celle-ci dépendait d'une synthèse nocturne de 

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

la nuit précédant l'expérience, puis injectés en début ou en fin de jour avec des agonistes 

adrénergiques (figure 32). Nous avons réalisé cette expérience uniquement pour c-fos 

(injection unique) et pour l'Aa-nat (injections chroniques d'une durée de 5 heures).  

 

 

 

 
 

Figure 32 : Effet de l'inhibition de la synthèse protéique nocturne sur l'induction 

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

adrénergiques dans la glande pinéale de hamster syrien. Les animaux acclimatés en LD 14:10 

ont été injectés à 02h (7h après le début de la nuit) avec soit une solution de Ringer, soit une 

solution de cycloheximide (cyclo, 30 mg/kg). Le jour suivant, ils ont reçu soit une injection aiguë 

de Ringer ou d'isoprotérénol/phénylephrine (Iso/Phe ; 3mg/kg) à 09h ou 14h (A), soit 3 injections 

de Ringer ou d'Iso/Phe (3mg/kg) séparées de 2h, la première étant à 09h ou 14h (B). Ils ont ensuite 

été sacrifiés soit 1h après l'injection aiguë (A) soit 5h après la première injection (B). Les cerveaux 

ont alors été récupérés et préparés pour l'hybridation in situ pour c-fos (A) ou l'Aa-nat (B) selon le 

protocole décrit dans la partie Matériel et Méthodes. Chaque point est la moyenne±SEM de 5-6 

animaux. *p<0,05 comparée à la condition Ringer pour chaque point horaire. ns : la différence 

observée entre les deux conditions n'est pas significative. 
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Cette expérience confirme les résultats obtenus dans l'article 2, à savoir que c-fos et l'Aa-

nat sont inductibles en première partie de journée et pas ou peu en deuxième partie (p<0,05 

dans les deux cas). L'injection de cycloheximide en milieu de nuit précédente abolit cette 

fenêtre de restriction, puisque dans les deux cas, l'induction des gènes est possible en 

deuxième partie de journée. De plus l'induction en première partie de journée est toujours 

visible et à des niveaux équivalents à ceux obtenus lorsque les animaux sont injectés avec une 

solution de solvant durant la nuit (p>0,05). 

Les niveaux obtenus en deuxième partie de journée chez les animaux injectés avec la 

cycloheximide sont équivalents à ceux obtenus en première partie de journée (p>0,05). 

Néanmoins, dans le cas de l'Aa-nat, les niveaux obtenus dans toutes les conditions sont 

statistiquement plus bas que ceux des témoins de nuit. 

Cette expérience suggère qu'une ou plusieurs protéines inhibitrices, synthétisées en 

deuxième partie de nuit, pourraient être responsables de la mise en place de la fenêtre 

temporelle de restriction de l'activation de la glande pinéale durant le jour. Cependant, la 

cycloheximide étant injectée de façon systémique, il est tout à fait probable que l'effet observé 

soit dû à une action de celle-ci en dehors de la glande pinéale (sur l'horloge par exemple).   

 

3. Expression photopériodique des protéines c-FOS e t pCREB 

Dans la dernière partie de l'article 2, nous avons étudié le profil photopériodique d'ICER 

dans la glande pinéale du hamster syrien. Cette expérience nous a permis de démontrer que 

l'expression d'ICER ne varie pas en fonction de la photopériode, et donc que la diminution de 

l'expression de l'Aa-nat en photopériode courte ne peut pas être expliquée par une 

augmentation de l'expression de ce facteur de transcription inhibiteur. Suite à ce résultat, nous 

avons étudié l'expression photopériodique de pCREB et de c-FOS dans le but de déterminer si 

la sensibilité de la voie de signalisation noradrénergique variait en fonction de la photopériode 

(figure 33).  

 

Les résultats confirment tout d'abord ceux obtenus dans l'article 1 : une expression forte 

et prolongée durant toute la nuit pour pCREB et une augmentation rapide et transitoire de c-

FOS 3h après le début de la nuit en photopériode longue. Contrairement à ce que nous avions 

observé pour ICER, les profils journaliers de c-FOS et pCREB diffèrent selon la photopériode. 

Le profil temporel de c-FOS est similaire en photopériode courte et en photopériode longue : 

son expression augmente rapidement dès 3 heures après le début de la nuit et diminue 
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rapidement selon le même décours temporel qu'en photopériode longue. Cependant, le 

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

rapport à la photopériode longue. Le profil temporel d'induction de pCREB est également 

similaire dans les deux photopériodes (rapide en début de nuit), mais le maximum atteint est 

diminué de moitié à 22h et 01h par rapport à la photopériode longue (pas de différence pour le 

point de 04h). Le profil de diminution en fin de nuit est différent dans les deux photopériodes : 

l'expression diminue bien avant la fin de la nuit en photopériode courte (07h), alors qu'elle 

diminue avec l'arrivée de la lumière en photopériode longue. La durée du pic nocturne est 

similaire dans les deux photopériodes (pas de différence significative au point de 07h). 

Ces résultats montrent une diminution générale (pCREB, c-FOS, Aa-nat) de l'activité 

nocturne de la glande pinéale en photopériode courte par rapport à la photopériode longue. 

 

 

 
 

Figure 33 : Profil d'expression photopériodique des protéines pCREB et c-FOS dans la 

glande pinéale de hamster syrien. Les animaux acclimatés en LD 14:10 ont été soit maintenus en 

photopériode longue (ronds noirs) soit placés en photopériode courte (LD 10:14, ronds blancs) 

pendant une période de 10 semaines. Après cette période, ils sont répartis aléatoirement en 8 

groupes dans chaque photopériode et sacrifiés aux points horaires indiqués. Les cerveaux sont 

alors préparés pour l'immunohistochimie pour CREB, pCREB et c-FOS selon le protocole décrit 

dans la partie Matériel et Méthodes. Les données obtenues pour l'immunoréactivité de pCREB et 

c-FOS sont présentées comme le ratio entre les TID/µm² de ces deux facteurs et le TID/µm² 

obtenu pour CREB sur des coupes adjacentes. Chaque condition est la moyenne±SEM de 4 à 5 

animaux. *p<0,05 pour un même point horaire entre les photopériodes longue et courte (ANOVA 

à deux facteurs suivie d'un test de comparaisons multiples de TUKEY).  
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III. Etudes ex vivo  de la restriction temporelle de l'induction de 

l'ARN de l' Aa-nat et de la voie de signalisation noradrénergique : 

mise au point d'un modèle d'étude ? 

 

A. Introduction 

Nous avons mis en évidence la présence d'une fenêtre de restriction diurne de l'activation 

de la glande pinéale chez le hamster syrien dans des conditions in vivo. Nos données 

suggérant un blocage de la voie de signalisation adrénergique en deuxième partie de journée, 

il apparaissait nécessaire de déterminer précisément le niveau auquel se met en place cette 

restriction. Bien que quelques paramètres puissent encore être étudiés in vivo, comme 

l'expression des récepteurs adrénergiques ou de la PKA, il est apparu que ce modèle avait 

atteint ses limites pour une telle analyse. Nous avons donc envisagé de faire cette étude sur 

des glandes pinéales ex vivo, ce qui permettrait d'activer spécifiquement les différents acteurs 

de cette signalisation.  

Nous avons également essayé de reproduire artificiellement la fenêtre de restriction 

temporelle, afin de déterminer si celle-ci est interne à la glande pinéale ou induite par un 

signal externe tel la libération de NA. Un tel modèle permettrait d'étudier le rôle précis de 

certaines protéines dans ce mécanisme, en réalisant des études de sur- ou de sous-expression. 

C'est pourquoi j'ai anticipé cette voie d'analyse en effectuant un séjour de 3 mois dans le 

laboratoire du Pr. Anthony HO et du Pr. Constance CHIK, à Edmonton (Canada), au cours 

duquel j'ai réalisé la construction d'adénovirus recombinants permettant de réaliser des sur- et 

des sous-expressions de la protéine ICER chez le rat et le hamster (que nous n'avons pas 

encore pu utiliser). 

L'ensemble des résultats présentés dans cette partie ne constitue qu'une étude préliminaire 

qu'il faudra absolument compléter, car elle est nécessaire dans la compréhension des 

mécanismes sous-jacents à la mise en place de cette fenêtre de restriction diurne de 

l'activation générale de la glande pinéale chez le hamster syrien. 
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Figure 34 : Restriction temporelle diurne de l'induction de marqueurs d'activation de la 

glande pinéale de hamster syrien ex vivo. (A) Les glandes pinéales de hamsters syriens 

acclimatés en LD 14:10 ont été prélevées à 07h ou à 13h, puis mises en culture sous atmosphère 

95% O2/ 5% CO2 à 37°C. Après 1 heure de culture, les glandes (2 par condition) sont stimulées 

soit avec du milieu de culture (MC) soit avec de la noradrénaline (NA, 3 µM) pendant 2 ou 5 

heures (le MC et la NA ont été supplémentés en acide ascorbique (100 mg/L) afin d'éviter 

l'oxydation de la NA). A la fin de la stimulation, chaque pinéale est prélevée et congelée, puis les 

ARNm et les protéines sont extraits selon le protocole détaillé dans la section Matériels et 

Méthodes. L'expression de pCREB et de la tubuline est alors étudiée par Western blot, et celle de 

c-fos, Icer, l'Aa-nat et la Gapdh par RT-PCR (B). En (C) sont présentés des exemples de 

quantification des signaux obtenus pour pCREB et c-fos, rapportés respectivement à la tubuline et 

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

dans des glandes pinéales en culture ex vivo  

Cette expérience est la dernière d'une longue série d'expériences de mise au point, 

réalisées afin d'étudier l'induction de pCREB, c-fos, Icer et l'Aa-nat dans des glandes pinéales 

en culture. Le but était ici d'étudier la fenêtre temporelle de restriction sur des glandes 

pinéales prélevées puis mises en culture en première et deuxième partie de journée, afin de 

pouvoir par la suite stimuler séparément les différents acteurs de la signalisation adrénergique. 

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 34. Il est tout d'abord possible de 

remarquer que l'incubation avec le MC seul pendant 2 heures cause une stimulation des 

différents paramètres comparable à celle obtenue avec la NA. Ceci est le plus gros problème 

auquel nous avons dû faire face lors de ces expériences. En effet, il semble que le prélèvement 

des glandes pinéales en lui-même soit suffisant pour induire les différents acteurs choisis. 

Cette stimulation pourrait être due à la libération "endogène" de NA causée par la rupture des 

fibres sympathiques lors de la dissection. Cependant, cet effet semble moins important pour 

les glandes pinéales prélevées en deuxième partie de journée (à 13h), excepté pour c-FOS.  

Après 5 heures de stimulation, l'effet du prélèvement est moins important, et il est ici 

possible de voir une différence entre les conditions MC et NA. Les glandes pinéales prélevées 

à 08h et stimulées avec la NA présentent ici une induction de pCREB, c-fos et Icer plus 

élevée que dans la condition MC 08h. De plus la fenêtre de restriction d'induction semble être 

reproduite ici, vu que l'induction de pCREB, c-fos et Icer n'est pas possible dans les glandes 

pinéales prélevées à 14h (aucune différence entre les conditions MC et NA). Aucune 

différence n'a été observée pour l'Aa-nat. 

Ces résultats sont donc encourageants en ce qui concerne pCREB, c-fos et Icer, et 

confirment les résultats obtenus in vivo, à savoir qu'il existe une fenêtre de restriction 

temporelle de l'activation de la glande pinéale chez le hamster syrien. Il semble donc possible 

d'utiliser ce protocole par la suite pour tester des stimulations à différents niveaux de la voie 

de signalisation à condition d'attendre au moins 5 heures de stimulation afin de s'affranchir de 

l'effet du prélèvement sur l'induction des différents facteurs. 
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C.  Reproduction de la restriction diurne de l'indu ction de c-fos , Icer  et l' Aa-

nat et de la phosphorylation de CREB ex vivo . 

Le but de cette série d'expériences était tout d'abord de déterminer s'il était possible de 

reproduire artificiellement le phénomène de restriction temporelle dans des glandes pinéales 

ex vivo. Sachant que ce phénomène, in vivo, dépend du contrôle de la glande pinéale par 

l'horloge des NSC (voir article 2), nous avons voulu savoir si la NA était le signal par lequel 

l'horloge permet la mise en place de la restriction. Nous avons donc tenté de reproduire 

artificiellement cette restriction en soumettant les glandes pinéales à une ou deux "nuits 

artificielles" ex vivo, sous fome d'une ou deux incubations des glandes pinéales avec ou sans 

NA pendant 10 heures, puis en les stimulant durant la deuxième partie du jour d'après. 

Les résultats obtenus en soumettant les glandes pinéales à une nuit artificielle avec de la 

NA, sont présentés figure 35 (pour les protéines pCREB et c-FOS) et figure 36 (pour les 

ARNm de c-fos, Icer et l'Aa-nat). Que ce soit pour les ARNm ou les protéines, le fait de 

laisser les glandes pendant 24h en culture (nuit artificielle sans NA; condition comparable à 

du LL), permet une induction de ces différents facteurs en deuxième partie de journée le jour 

suivant. Cette condition abolit donc la restriction diurne de l'induction noradrénergique de ces 

facteurs. Ceci suggère que la restriction temporelle observée in vivo n'est pas endogène à la 

glande pinéale, mais nécessite l'intervention d'un signal externe pour se mettre en place, 

venant sans doute de l'horloge. Cependant, une nuit artificielle mimée par l'incubation des 

glandes pinéales dans la NA pendant 10 heures permet également une stimulation des 

différents facteurs le jour suivant (identique à celle observée dans la condition précédente). 

Cet effet ne semble pas dû à une inefficacité de la stimulation nocturne, car nous avons 

observé une induction de ces facteurs 2-3 et 5 heures après le début de l'incubation avec la 

NA (contrôles de nuit, CN), ainsi qu'une élévation des niveaux de mélatonine (résultats non 

montrés).   

Ceci suggère donc que la NA ne serait pas le signal recherché. Il est possible qu'il existe 

un signal inhibant la voie de signalisation de jour et qui n'est plus présent ex vivo. Cependant, 

il est également possible que nos résultats soient dus à un artefact causé par la libération 

constante de NA à partir des fibres sympathiques se dégradant, même si les glandes pinéales 

sont cultivées durant les périodes sans stimulation avec un MC dépourvu d'acide ascorbique 

afin de favoriser la dégradation de cette NA endogène. 
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Figure 35 : Restriction temporelle diurne de l'induction de marqueur d'activation de la 

glande pinéale de hamster syrien ex vivo. Les glande pinéale de hamsters syriens acclimatés en 

LD 14:10 ont été prélevées à 08h, puis mises en culture sous atmosphère 95% O2/ 5% CO2 à 37°C 

et traitées selon la séquence temporelle décrite en (A). Brièvement, les glandes pinéales (3 par 

condition) ont été incubées dans du milieu de culture (MC) ou de la noradrénaline (NA, 3 µM) à 

19h (11 heures après le début de la culture) pour une durée de 10 heures, ceci afin de mimer (ou 

non) artificiellement la libération nocturne de NA auxquelles elles sont soumises in vivo. 3 heures 

après le début de l'incubation avec la NA, 3 glandes ont été prélevées afin de vérifier la bonne 

stimulation (contrôle de nuit, CN). Après les 10 heures, le milieu est changé et remplacé par du 

MC. A 14h, les glandes pinéales sont incubées dans un MC supplémenté en NA ou non pour une 

durée de 2 heures. A la fin de la stimulation, les 3 glandes par conditions sont prélevées et les 

protéines sont extraites selon la première méthode décrite dans la section Matériels et Méthodes. 

L'expression de pCREB, c-FOS et de la tubuline a été déterminée par Western blot (B). Lors des 

stimulations, le MC et la NA ont été supplémentés en acide ascorbique (100 mg/L) afin d'éviter 

l'oxydation de la NA. 
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Figure 36 : Restriction temporelle diurne de l'induction de marqueur d'activation de la 

glande pinéale de hamster syrien ex vivo. Les glandes pinéales de hamsters syriens acclimatés en 

LD 14:10 ont été prélevées à 08h, puis mises en culture sous atmosphère 95% O2/ 5% CO2 à 37°C 

et traitées selon la séquence temporelle décrite en (A). Brièvement, les glandes (2 par conditions) 

ont été incubées dans du milieu de culture (MC) ou de la noradrénaline (NA, 3 µM) à 19h (11 

heures après le début de la culture) pour une durée de 10 heures, ceci afin de mimer (ou non) 

artificiellement la libération nocturne de NA auxquelles elles sont soumises in vivo. 3 heures après 

le début de l'incubation avec la NA, 3 glandes ont été prélevées afin de vérifier la bonne 

stimulation (contrôle de nuit, CN). Après les 10 heures, le milieu est changé et remplacé. A 14h, 

les glandes sont incubées dans un MC supplémenté en NA ou non pour une durée de 2 ou 5 heures. 

A la fin de la stimulation,  chaque pinéale est prélevée et congelée, puis les ARNm sont extraits 

selon le protocole détaillé dans la section Matériels et Méthodes. L'expression c-fos, Icer, Aa-nat 

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

supplémentés en acide ascorbique (100 mg/L). 
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Afin de s'affranchir de cette possibilité, nous avons renouvelé cette expérience en 

soumettant les glandes pinéales à deux nuits artificielles consécutives (figure 37). Dans cette 

dernière expérience, les protéines et les ARNm ont été extraits dans les mêmes glandes 

pinéales. Les résultats obtenus sont identiques à ceux de l'expérience précédente. Que les 

glandes pinéales aient été soumises aux deux nuits artificielles avec la NA ou non, une 

stimulation aiguë avec de la NA de jour induit pCREB, c-fos, Icer et l'Aa-nat, à des niveaux 

équivalents aux contrôles de nuit.   

Ces expériences suggèrent donc encore une fois que la restriction ne semble pas mise en 

place suite à la stimulation noradrénergique nocturne des glandes pinéales. Le fonctionnement 

interne de ces glandes soumises aux deux nuits artificielles est peut-être perturbé par les 24 

premières heures en présence de NA. Il serait donc ici intéressant de tenter de réinduire ce 

mécanisme de restriction suite à 24 ou 48 heures de culture des pinéales sans aucun traitement 

afin de laisser les fibres noradrénergiques se dégrader totalement. Cependant, il est fort 

probable également que le protocole utilisé ne mime pas parfaitement la nuit endogène in vivo, 

du fait de l'absence de nombreux autres signaux régulateurs non présents ex vivo. 

 

Il est important de mentionner ici que ces études ne constituent que des résultats 

préliminaires et qu'il faudrait d'une part confirmer les résultats obtenus et d'autre part 

continuer la caractérisation de cette fenêtre de restriction temporelle. La mise au point de ce 

modèle ex vivo est nécessaire pour étudier le rôle des différents acteurs assurant la mise en 

place de ce mécanisme. Il sera également très utile pour étudier des mécanismes d'induction 

de l'Aa-nat durant la nuit, par exemple pour assurer la spécificité de l'effet de la 

cycloheximide sur la glande pinéale. 
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Figure 37 : Restriction temporelle diurne de l'induction de marqueur d'activation de glandes 

pinéales de hamster syrien ex vivo. Les glandes pinéales de hamsters syriens acclimatés en LD 14:10 

ont été prélevées à 08h, puis mises en culture sous atmosphère 95% O2/ 5% CO2 à 37°C et traitées 

selon la séquence temporelle décrite en (A). Brièvement, elles (2 par conditions) ont été incubées dans 

du milieu de culture (MC) ou de la noradrénaline (NA, 3 µM) de 19h à 05h, le premier et le deuxième 

jour de l'expérience, afin de mimer (ou non) artificiellement la libération nocturne de NA auxquelles 

elles sont soumises in vivo. 2 et 5 heures après le début de l'incubation avec la NA du deuxième jour, 

2 glandes ont été prélevées afin de vérifier la bonne stimulation (contrôle de nuit, CN). Après les 10 

heures, le milieu est changé et remplacé. A 14h le troisième jour, elles sont incubées dans un MC 

supplémenté en NA ou non pour une durée de 2 ou 5 heures. A la fin de la stimulation,  chaque 

pinéale est prélevée et congelée, puis les ARNm et les protéines sont extraits selon le protocole 

détaillé dans la section Matériels et Méthodes. L'expression de pCREB, la tubuline, c-fos, Icer, Aa-nat 

et la Gapdh est déterminée par Western blot et RT-PCR (B). En (C) est présenté un exemple de 

quantification des signaux obtenus pour c-fos et l'Aa-nat, rapportés à la Gapdh. 
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Chez la plupart des mammifères, la mélatonine joue un rôle important dans la 

transmission de l'information temporelle à l'organisme, d'un point de vue journalier par sa 

synthèse et sa libération uniquement durant la phase nocturne du nycthémère, mais surtout 

d'un point de vue saisonnier par la variation de la durée de cette synthèse en fonction des 

changements annuels dans la durée de la nuit. Ce message endocrine est essentiel à la 

synchronisation des fonctions physiologiques avec les saisons, plus particulièrement la 

reproduction (Bittman & Karsch, 1984; Goldman, 2001; Pévet, 1988; Reiter, 1993b). Ce rôle 

implique une régulation temporelle précise de sa synthèse chez les espèces saisonnières dont 

la pérennité dépend de la naissance et du sevrage des petits à une période de l'année où les 

conditions environnementales sont les meilleures. 

Chez tous les mammifères, l'horloge biologique des NSC contrôle le rythme de synthèse 

de mélatonine, via l'activation/inactivation nocturne de l'enzyme AA-NAT (Klein et al., 1997; 

Simonneaux & Ribelayga, 2003, pour revues). L'étude de la régulation temporelle de cette 

enzyme a apporté de nombreuses informations quant aux mécanismes générant le rythme 

journalier et saisonnier de la synthèse de mélatonine. Chez les rongeurs, l'induction de la 

synthèse de mélatonine n'est possible que suite à une néosynthèse de l'ARNm de l'Aa-nat, 

elle-même régulée par un jeu d'activation/répression de sa transcription par diverses protéines 

(voir section III de l'introduction ). Malgré cet aspect commun, la régulation de l'AA-NAT 

chez le hamster syrien, un rongeur à physiologie saisonnière, apparaît différente de celle 

observée chez le rat ou la souris. En effet, la restriction temporelle de la transcription du gène 

codant cette enzyme apparaît beaucoup plus stricte, car contrairement à ce qui est observé 

chez le rat, elle n'est possible que durant la deuxième moitié de la nuit. Par ailleurs des 

différences dans l'induction photopériodique de l'Aa-nat existent également entre les deux 

espèces.  

L'ensemble des études réalisées pendant ma thèse vise à comprendre les mécanismes 

responsables des différences observées entre le rat et le hamster syrien. Je me suis plus 

particulièrement intéressé à la balance existant entre divers facteurs de transcription 

activateurs et inhibiteurs et contrôlant la restriction temporelle de la transcription de l'Aa-nat 

chez cette espèce. 
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I. Contrôle nocturne de la transcription de l' Aa-nat  chez le rat et le 

hamster syrien : une balance entre facteurs de tran scription 

activateurs et inhibiteurs 

 

L'activation nocturne de l'AA-NAT est principalement régulée par la libération de NA sur 

la glande pinéale. Cependant, de nombreuses différences existent dans cette régulation selon 

l'espèce considérée. Deux modes de régulation de l'AA-NAT, transcriptionnelle et post-

traductionnelle, ont été mis en évidence et coexistent avec une importance plus ou moins 

grande chez toutes les espèces (Klein et al., 1997).  

Chez le rat, le délai d'initiation de la synthèse nocturne de mélatonine est d'environ 4 à 5 

heures. Chez cette espèce, l'ARNm de l'Aa-nat est exprimé très faiblement durant le jour et les 

niveaux augmentent fortement de nuit suite à la stimulation β-adrénergique (Roseboom et al., 

1996). L'arrêt de la synthèse de mélatonine est conduit par une interruption de la libération de 

la NA, induisant une dégradation de la protéine AA-NAT. Cette diminution a lieu avant la fin 

de la nuit, quelle que soit la photopériode considérée, et apparaît indépendante de la 

diminution de la transcription de l'Aa-nat (Illnerová & Vanecek, 1980; Ribelayga et al., 

1999a). Cette dernière débute également avant la fin de la nuit, et serait principalement 

conduite par la diminution de libération de la NA par l'horloge.  

La régulation de la synthèse de mélatonine chez le rat a longtemps été considérée comme 

un modèle commun à tous les rongeurs. En effet, tous les autres rongeurs étudiés présentent 

une régulation transcriptionnelle de l'AA-NAT (Ribelayga et al., 2000; Garidou et al., 2002a; 

Garidou et al., 2003a; Garidou et al., 2003b; Garidou et al., 2003c), mais des différences 

apparaissent si l'on considère la régulation même de la transcription nocturne de l'Aa-nat. 

Chez le hamster syrien, le délai d'induction de la synthèse de mélatonine est allongé à 6-8 

heures après le début de la nuit (Miguez et al., 1995). Ceci est dû à un délai supplémentaire 

dans l'induction de la transcription de l'Aa-nat (Gauer et al., 1999; Garidou et al., 2003b). De 

plus, la terminaison de la transcription de l'Aa-nat et de la synthèse de mélatonine chez cette 

espèce diffère en fonction de la photopériode considérée : elle est initiée par l'arrivée de la 

lumière en photopériode longue et contrôlée par l'horloge en photopériode courte. 

Connaissant l'importance de la balance d'expression de divers facteurs de transcription 

activateurs et inhibiteurs dans la restriction temporelle de l'expression de l'Aa-nat chez le rat 

(voir section III de l'introduction ), nous avons étudié les différences pouvant exister dans 
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l'expression de ces facteurs chez le hamster syrien. Ceci permettra d'expliquer en quoi la 

régulation nocturne de la synthèse de mélatonine est identique et/ou différente chez cette 

espèce. Nous avons orienté nos recherches sur les facteurs de transcription identifiés comme 

régulateurs réels ou potentiels de la synthèse de mélatonine chez le rat, à savoir CREB, ICER 

et les protéines du complexe AP-1. 

 

 

A. Réponse à l'AMPc : antagonisme pCREB / ICER 

L'augmentation intracellulaire d'AMPc, induite par la stimulation β-adrénergique, est le 

signal le plus important dans l'initiation la synthèse de mélatonine chez le rat. La stimulation 

α-adrénergique permet uniquement une potentialisation en amplifiant la production d'AMPc 

et en agissant également directement sur la protéine AA-NAT (voir section II.C de 

l'introduction ). En ce qui concerne l'ARNm de l'Aa-nat, seule la voie β-adrénergique est 

stimulatrice, la voie α-adrénergique n'ayant qu'un effet potentialisateur minimal (Roseboom 

et al., 1996). La transcription de l'Aa-nat et la synthèse de mélatonine chez le hamster syrien 

dépendent des mêmes mécanismes que chez le rat, avec cependant une dépendance plus forte 

à la stimulation α-adrénergique (Garidou et al., 2003b). 

L'induction de la transcription des gènes par l'AMPc se fait via l'activation de facteurs de 

transcription constitutifs appartenent à la famille CREB/CREM/ATF, qui se fixent sur les 

sites CRE des promoteurs et recrutent le complexe de préinitiation (Montminy, 1997). Dans la 

glande pinéale de rat, CREB est un élément majeur dans la régulation du profil rythmique 

d'expression de l'ARNm de l'Aa-nat (voir section III.C de l'introduction ).  

D'après nos résultats, CREB est exprimé de manière constitutive dans la glande pinéale 

du hamster syrien (article 1). Son profil d'activation est similaire à celui observé chez le rat 

(Maronde et al., 1999a) : l'expression de pCREB augmente entre une et deux heures après le 

début de la nuit, est suivie d'une phase de plateau, puis diminue légèrement en fin de nuit, 

mais de manière moins prononcée que chez le rat. La phosphorylation de CREB est 

dépendante de la stimulation noradrénergique, puisqu'elle est inhibée par des antagonistes 

adrénergiques et est induite par des agonistes chez des animaux exposés à la lumière en début 

de nuit (voir section I.C des résultats). Cependant, contrairement au rat, l'expression de 

pCREB est fortement diminuée par des antagonistes α-adrénergiques, expliquant certainement 

le fort effet inhibiteur de ces mêmes antagonistes sur la transcription de l'Aa-nat (Garidou 

et al., 2003b). Nos résultats ne nous permettent cependant pas de conclure quant au rôle de la 
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voie α-adrénergique dans la phosphorylation de CREB, à savoir une activation directe ou une 

potentialisation de la stimulation β-adrénergique. Pour cela, il serait intéressant de réitérer 

l'expérience sur des animaux exposés à la lumière en début de nuit et de tester l'effet de la 

phényléphrine seule. Ceci pourrait également se faire sur des glandes pinéales en culture, ce 

qui permettrait également de tester l'influence de l'augmentation intracellulaire de Ca2+ (par 

des ionophores) sur la phosphorylation de CREB. 

 

La réponse des gènes à l'AMPc est également caractérisée par une phase de restriction de 

l'induction suivant une exposition prolongée à un stimulus. Celle-ci pourrait être due à la 

présence d'ICER, un facteur inhibiteur empêchant pCREB d'accéder aux sites CRE des 

promoteurs. Dans la glande pinéale de rat et de souris, ICER est fortement présent en fin de 

nuit et participerait à la diminution de l'expression de l'ARNm de l'Aa-nat (Foulkes et al., 

1996a; Maronde et al., 1999a; Stehle et al., 1993; von Gall et al., 2000a). Cependant, la sous-

expression d'ICER chez la souris ou le rat ne change pas le profil général de diminution de 

l'expression de l'Aa-nat en fin de nuit ou de stimulation (Foulkes et al., 1996a; Maronde et al., 

1999a). Celle-ci serait essentiellement due à une diminution des concentrations d'AMPc suite 

à l'arrêt de la libération de NA et à une déphosphorylation de pCREB par des phosphatases. 

Néanmoins, ICER pourrait limiter le taux d'induction maximal de la transcription de l'Aa-nat 

en deuxième moitié de nuit. En effet, à cette période, le ratio pCREB/ICER diminue et 

devient progressivement en faveur d'ICER, qui exercerait son action inhibitrice et créerait 

ainsi le plateau observé dans le profil d'expression de l'Aa-nat (figure 38). 

Nos résultats chez le hamster sont en faveur d'une telle hypothèse. L'ARNm d'Icer est 

fortement exprimé dans la glande pinéale du hamster syrien selon un rythme journalier 

dépendant de la stimulation β-adrénergique, et avec un maximum 5 heures après le début de la 

nuit, c'est-à-dire avant le pic de l'Aa-nat (Diaz et al., 2003). La protéine ICER est également 

fortement exprimée, mais le rythme observé montre des variations d'amplitude moins amples 

(environ 4 fois) que pour l'ARNm, avec un maximum en fin de nuit/début de jour (article 2). 

Bien que l'arrêt total de la transcription de l'Aa-nat soit initié par la fin de la nuit en 

photopériode longue, le taux d'induction diminue (phase de plateau) avant la fin de la nuit, en 

parallèle de l'augmentation d'ICER. L'analyse est plus évidente en photopériode courte, où 

l'expression de l'Aa-nat diminue avant la fin de la nuit selon un profil similaire à celui observé 

chez le rat. Dans cette condition, nous trouvons la même augmentation d'ICER en fin de nuit 

qu'en photopériode longue, celle-ci étant maximale au moment où le plateau d'expression de 

l'Aa-nat s'installe, et avant la diminution de l'expression de pCREB (figure 38).  
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Figure 38 : Modèle de régulation de l'expression nocturne de l'ARNm de l'Aa-nat par la 

balance d'expression de pCREB et d'ICER dans la glande pinéale du rat et du hamster 

syrien. En début de nuit, la libération de NA induit la phosphorylation de CREB qui se fixe sur les 

sites CRE du promoteur de l'Aa-nat et active sa transcription (zone bleue). En milieu de nuit, 

l'expression d'ICER augmente, ce qui équilibre la balance activation/répression et crée ainsi le 

plateau observé (zone jaune). La répression s'effectue alors soit par l'occupation des sites CRE par 

des dimères ICER, soit par la formation de dimère CREB/ICER ne pouvant plus activer la 

transcription. En fin de nuit (zone violette), l'expression de pCREB diminue et les dimères 

ICER/ICER deviennent majoritaires. Ils occupent alors massivement les sites CRE et participent à 

la diminution de l'expression de l'Aa-nat, en parallèle de l'arrêt de la libération de NA. 

 

 

Cependant, en fin de nuit, la diminution de l'expression en elle-même serait plutôt due à une 

diminution de la phosphorylation de pCREB, sans doute suite aux mêmes mécanismes que 

chez le rat. Ce dernier point reste cependant à vérifier chez le hamster en étudiant le profil de 

libération de la NA in vivo, par exemple par microdialyse, ainsi que l'expression et l'activité 

des phosphatases en fin de nuit. Il serait également intéressant d'étudier l'effet de la sous-

expression d'ICER (et/ou de la sur-expression) sur la diminution de la transcription de l'Aa-
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nat en fin de nuit, par exemple à l'aide de vecteurs adénoviraux codant des ARN interférants 

(déjà construits suite à un séjour dans le laboratoire du Dr Anthony HO à Edmonton). 

En conclusion, les profils similaires d'expression de pCREB et d'ICER dans la glande 

pinéale du hamster syrien et du rat suggèrent que la balance temporelle d'expression de ces 

deux facteurs jouerait le même rôle dans la régulation de la transcription de l'Aa-nat chez ces 

deux espèces (figure 38). Des études plus poussées, notamment sur le profil temporel de 

fixation de ces deux protéines sur le promoteur de l'Aa-nat, permettraient de répondre à cette 

question. Ceci nécessiterait tout d'abord le séquençage et le clonage du promoteur de l'Aa-

nat chez le hamster, puis l'étude de l'occupation temporelle (in vivo et in vitro) des sites CRE 

par ces deux facteurs par EMSA ou immunoprécipitation de la chromatine. 

 

L'induction rapide de pCREB en début de nuit suggère une libération de la NA entre une 

et deux heures après le début de la nuit, comme chez le rat. Cette libération précoce de NA  ne 

permet donc pas d'expliquer le délai important observé dans l'initiation de la transcription de 

l'Aa-nat en début de nuit chez le hamster. Une étude précédente a révélé que l'injection de 

cycloheximide en début de nuit inhibe fortement, mais pas totalement (50 à 70%), 

l'expression nocturne de l'Aa-nat chez le hamster syrien (figure 39, Garidou et al., 2003b). Ce 

résultat suggère que l'induction de l'Aa-nat chez le hamster est dépendante de la néosynthèse 

de protéines en début de nuit, ce qui en fait un modèle particulier car ce mécanisme n'existe 

pas chez le rat. Cependant, la diminution n'étant pas totale, cela n'exclut pas un rôle pour 

pCREB. 

 

 

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

Suite à cette observation, nous avons tenté de caractériser les protéines activatrices 

nécessaires à l'initiation de la transcription de l'Aa-nat chez le hamster syrien. Nous avons 

étudié les protéines du complexe AP-1 pour plusieurs raisons : 1) ce sont des facteurs de 

transcription nécessitant une néosynthèse avant d'exercer leur action, 2) leur rôle stimulateur a 

été décrit dans de nombreux systèmes cellulaires, et 3) le promoteur de l'Aa-nat chez plusieurs 

espèces contient au moins un site AP-1 à proximité du site d'initiation. Dans le but de 

caractériser le rôle de ces protéines dans la régulation de l'expression temporelle de l'Aa-nat 

chez le hamster, nous avons étudié leur profil d'expression journalier. Nous avons également 

caractérisé ce profil dans la glande pinéale de rat à titre de comparaison. 
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Figure 39 : La transcription nocturne de l’Aa-nat dans la glande pinéale du hamster syrien 

nécessite la synthèse de protéines activatrices en début de nuit. Les animaux ont été injectés 

avec de la cycloheximide (CYCLO) deux heures après le début de la nuit (21h00) et les niveaux 

d’ARNm de l’Aa-nat dans la glande pinéale ont été mesuré par hybridation in situ en fin de nuit 

(01h00 et 03h00), lorsque l’expression est maximale. L’injection de cycloheximide inhibe 

l’expression de l’Aa-nat en fin de nuit, ce qui laisse supposer que la synthèse de facteurs de 

transcription activateurs en début de nuit est nécessaire à l’induction de l’Aa-nat. (d’après Garidou 

et al., 2003) 

 

 

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

L'expression et la régulation noradrénergique de ces protéines ont été bien caractérisées 

dans la glande pinéale de rat (voir secion III.D de l'introduction générale ; Carter, 1997), 

mais leur rôle reste encore très vague. Sur la base de leur profil de fixation sur les séquences 

TRE par EMSA, un rôle inhibiteur leur a été attribué dans la régulation de la transcription de 

l'Aa-nat. En effet, l'activité des protéines du complexe AP-1 est maximale en deuxième partie 

de nuit chez le rat, quand l'expression de l'ARNm de l'Aa-nat atteint sa phase de plateau et 

diminue (Baler & Klein, 1995; Carter, 1994; Guillaumond et al., 2000). 

Nos résultats montrent tout d'abord un profil d'expression rythmique des protéines c-FOS, 

JUN-B et c-JUN dans la glande pinéale de rat (article 1), avec un maximum en deuxième 

moitié de nuit, en parallèle de l'expression de l'Aa-nat. Cependant, le profil obtenu pour c-

FOS est différent de celui décrit dans la littérature (Baler & Klein, 1995). La protéine décrite 

dans cette étude montrait un poids moléculaire de 62 kD et était exprimée constitutivement, 

correspondant certainement à une forme phosphorylée de c-FOS. Bien qu'ayant utilisé la 

même référence d'anticorps, notre étude montre l'expression d'une forme de 55 kD exprimée 
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uniquement en fin de nuit, bien que très faiblement, car nous avons dû utiliser un système de 

révélation plus sensible. Il est intéressant de noter que la détection de cette protéine avait été 

possible in vitro suite à de fortes doses de NA (Baler & Klein, 1995). Ces deux protéines 

peuvent donc correspondre à des formes différemment phosphorylées de c-FOS, dont la 

régulation serait intéressante à étudier. Néanmoins, la faible expression de c-FOS que nous 

mettons en évidence nous fait considérer cette protéine comme un acteur mineur du complexe 

AP-1 dans la glande pinéale de rat. Ce résultat corrobore une étude antérieure montrant que 

l'activité de fixation de c-FOS sur les séquences TRE dans la glande pinéale de rat est 

maximale en fin de nuit, mais que celle-ci est minimale comparée aux autres protéines AP-1 

(Guillaumond et al., 2000). Ceci appuie notre conclusion selon laquelle c-FOS ne semble pas 

important dans la régulation de la transcription de l'Aa-nat dans la glande pinéale de rat. 

 

Il a été proposé que les protéines Fra-2 et JUN-D soient les principaux acteurs impliqués 

dans l'inhibition de la transcription de l'Aa-nat en fin de nuit. Cependant, l'hétérodimérisation 

de ces deux protéines donne généralement un complexe avec une forte activité 

transcriptionnelle (Suzuki et al., 1991). De plus, la mutation ou la sous-expression de Fra-2 

n'altère pas l'expression de l'ARNm de l'Aa-nat (Ho et al., 2007b; Smith et al., 2001).  

Le rôle de la protéine JUN-B semble plus intéressant car cette dernière a été décrite 

comme généralement inhibitrice de la trancription (Mechta-Grigoriou et al., 2001). Nos 

résultats montrent une forte augmentation de son expression en fin de nuit. De plus, 

l'inhibition de sa synthèse par la cycloheximide durant la nuit, en plus de c-JUN, induit une 

augmentation de l'expression de l'Aa-nat en fin de nuit (article 1), ce qui appuie un rôle 

répresseur de cette protéine à cette même période. Cependant, vu le manque de spécificité de 

la cycloheximide, cet effet pourrait également venir de l'inhibition de l'expression d'ICER. 

L'action répressive de JUN-B se fait généralement par la séquestration de facteurs déjà actifs. 

En effet, JUN-B a une faible affinité pour l'ADN, et en se dimérisant par exemple avec c-JUN 

ou JUN-D, elle diminue le potentiel trans-activateur de ces deux protéines essentiellement en 

diminuant leur affinité pour l'ADN (Deng & Karin, 1993; Metz et al., 1994; Ryseck & Bravo, 

1991). Ceci explique certainement pourquoi JUN-B n'a pas été défini comme un composant 

majeur du complexe AP-1 dans la glande pinéale de rat (Guillaumond et al., 2000). En effet, 

la plupart des études ont été réalisées par la technique d'EMSA, qui mesure une liaison à une 

séquence d'ADN. Puisque JUN-B possède une faible affinité pour l'ADN, ces études n'ont pas 

révélé une forte liaison de cette protéine sur les séquences TRE utilisées. Le profil 

d'expression de JUN-B, montrant une forte expression en fin de nuit, est en accord avec un 
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rôle inhibiteur de l'expression de l'Aa-nat en fin de nuit. Cependant, cela nécessiterait que la 

transcription de l'Aa-nat dépende du site TRE, ce qui n'a pas encore été démontré. L'induction 

de l'Aa-nat par les sites TRE pourrait être conduite par des dimères formés par les protéines c-

JUN et JUN-D, qui sont généralement actifs dans l'induction de la transcription, bien qu'ils 

soient moins efficaces que les dimères formés avec les protéines de la famille FOS (Herdegen 

& Leah, 1998). L'action inhibitrice de JUN-B pourrait alors se faire par la séquestration de c-

JUN ou JUN-D en fin de nuit (figure 40).  Afin de vérifier ces hypothèses, il faudrait tout 

d'abord vérifier que le site AP-1 est bien nécessaire soit à l'activation soit à l'inhibition de 

l'Aa-nat. Pour cela, il serait intéressant de réaliser une mutation du site AP-1 du promoteur 

de l'Aa-nat chez le rat, et de voir si le profil d'induction/arrêt de la transcription de l'Aa-nat 

varie en fonction de cette mutation. 

 

La dernière protéine que nous avons étudiée est c-JUN. Son profil est très particulier car 

il montre une forte expression basale, avec une faible augmentation en fin de nuit. Cette forte 

expression basale n'est pas surprenante car elle a déjà été mentionnée dans d'autres structures 

cérébrales (Herdegen & Leah, 1998).  Le profil de fixation de c-JUN sur les séquences TRE 

dans la glande pinéale de rat montre une augmentation en fin de nuit (Guillaumond et al., 

2000), lorsque la transcription de l'Aa-nat diminue. D'après ces observations, nous avions tout 

d'abord supposé que c-JUN, en dimérisant avec JUN-B en fin de nuit, inhibait la transcription 

de l'Aa-nat en fin de nuit. Cependant, c-JUN est décrite comme un composant fortement 

activateur de la transcription. Sa forte expression en début de nuit pourrait lui conférer un rôle 

activateur, mais probablement pas par la fixation sur le site TRE de l'Aa-nat, car celle-ci 

n'augmente qu'en fin de nuit. En homodimères ou en association avec FOS, c-JUN a une forte 

affinité non seulement pour les séquences TRE, mais également pour les séquences CRE et 

peut initier la transcription à partir de celles-ci (Ryseck & Bravo, 1991; Sassone-Corsi et al., 

1990). Elle peut également se dimériser avec ATF-2 afin d'induire la transcription par les sites 

CRE (Cesare et al., 1995; Ivashkiv et al., 1990). Cette observation est très intéressante car elle 

nous permet de supposer que c-JUN pourrait avoir un rôle activateur dans la transcription de 

l'Aa-nat en début de nuit, par l'activation des sites CRE. Par ailleurs, la mutation des sites 

CRE inhibe fortement la transcription de l'Aa-nat, mais aucune donnée de la littérature ne 

permet d'affirmer que la transcription conduite par les sites CRE n'est dépendante que de la 

fixation de pCREB sur ces séquences dans la glande pinéale. L'utilisation de dominants 

négatifs de la protéine CREB pourrait permettre  de répondre aisément à cette question. 
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L'activité de c-JUN est principalement régulée par sa phosphorylation par différentes 

kinases, dont JNK (figure 40, Hess et al., 2004; Karin, 1995). Récemment, une étude a 

démontré que l'inhibition de cette MAPK diminuait très fortement l'induction de la 

transcription de l'Aa-nat par l'AMPc (Chansard et al., 2005), ce qui souligne le rôle 

potentiellement activateur de c-JUN dans l'induction de l'Aa-nat. La phosphorylation de c-

JUN en début de nuit, induite par l'AMPc, associée à sa forte expression basale en début de 

nuit pourrait également expliquer, pourquoi l'injection de cycloheximide en début de nuit 

n'influence pas l'expression de l'Aa-nat (Roseboom et al., 1996). Malgré ce rôle 

potentiellement activateur de c-JUN, il est intéressant de mentionner ici qu'elle a également 

été impliquée dans l'inhibition de la transcription conduite par les sites CRE en empêchant 

CREB d'accéder à ces mêmes sites (Ghosh et al., 2005; Zhang et al., 2004). Ceci pourrait 

également lui conférer une action répressive de la transcription de l'Aa-nat en fin de nuit. 

c-JUN pourrait également induire la transcription de l'Aa-nat par un autre mécanisme. 

Une étude a démontré que c-JUN participe au recrutement du facteur de transcription NF-Y 

sur les sites CCAAT, afin d'augmenter la transcription conduite par ces sites (Su et al., 2005). 

La mutation de la boîte CCAAT du promoteur de l'Aa-nat réduit fortement sa transcription 

induite par l'AMPc. Nous avons vu que NF-Y est un facteur important de la régulation de ce 

site pour le promoteur de la TpOH, et lui confère la capacité d'être induite par l'AMPc 

indépendamment de la présence des sites CRE (voir section III.F de l'introduction ). Ainsi, 

c-JUN pourrait avoir un rôle activateur dans l'induction de la transcription de l'Aa-nat en 

début de nuit en recrutant NF-Y sur les sites CCAAT. 

 Afin de clarifier le rôle de c-JUN dans la glande pinéale de rat, plusieurs expériences 

sont envisageables. Tout d'abord, il serait intéressant d'étudier le profil de fixation de c-JUN 

(mais également des autres protéines AP-1) sur les sites CRE du promoteur de l'Aa-nat par 

EMSA. Ensuite la mutation ou la sous-expression de cette protéine pourrait nous permettre de 

définir précisément son action inhibitrice ou activatrice. Enfin, dans les deux cas, l'étude de 

son profil de phosphorylation et de ses partenaires potentiels apparaissent également 

nécessaires dans la compréhension de son mode d'action. Les mêmes expériences sont 

envisageables pour les autres protéines AP-1 (surtout JUN-B), mais également pour les 

partenaires potentiels cités précédemment (ATF-2, NF-Y). 

 

En conclusion, nous proposons que c-JUN pourrait être un acteur majeur de la régulation 

transcriptionnelle de l'Aa-nat dans la glande pinéale de rat. Considérant le fait que cette 

protéine puisse être responsable d'une triple régulation via les sites TRE, CRE et CCAAT du 
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promoteur de l'Aa-nat (figure 40), son rôle devrait être étudié avec plus d'attention. Il est 

également probable que d'autres protéines AP-1 aient un rôle à jouer, notemment JUN-B dans 

l'inhibition de l'action de c-JUN en fin de nuit (figure 40). 

 

 

 

 
 

Figure 40 : Modèle de régulation de l'expression nocturne de l'ARNm de l'Aa-nat par la 

balance d'expression des protéines AP-1 dans la glande pinéale de rat. En début de nuit (zone 

bleue), la NA active JNK qui phosphoryle c-JUN. La transcription de l'Aa-nat peut alors être induite 

par la formation de dimères c-JUN/c-JUN se fixant sur les sites TRE et CRE, de dimères c-

JUN/ATF-2 se fixant sur les sites CRE ou par l'interaction de c-JUN avec d'autres facteurs (?). Par 

ailleurs, son action activatrice pourrait se faire par le recrutement de NF-Y sur les sites CCAAT, par 

un mécanisme encore non expliqué (?). En fin de nuit (zone violette), l'augmentation de l'expression 

de JUN-B déséquilibre la formation de ces dimères activateurs. c-JUN dimérise alors massivement 

avec JUN-B (désactivation des autres facteurs ?), diminuant son affinité pour l'ADN, ce qui se 

traduit en un arrêt de l'induction de la transcription (croix rouges), donc une répression. Ce 

mécanisme se ferait en parallèle de l'augmentation d'expression 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-B obtenu dans la glande pinéale du 

hamster syrien est différent de celui que nous avons observé chez le rat. En effet, ces 3 

protéines sont induites dès le début de la nuit (entre 2 et 3 heures après l'extinction de la 

lumière), avant l'augmentation d'expression de l'ARNm de l'Aa-nat. Leur expression diminue 

graduellement jusqu'à devenir minimale en fin de nuit/début de jour. Une autre étude avait 

déjà mentionné l'expression de c-FOS dans la glande pinéale du hamster syrien, avec 

cependant un maximum d'expression en milieu de nuit et une forte diminution en fin de nuit 

(Koistinaho & Yang, 1990). La différence observée pourrait venir de l'anticorps utilisé dans 

cette étude, qui est apparemment plus spécifique de Fra-2 que de c-FOS (Baler & Klein, 

1995).  

La dimérisation de c-FOS avec c-JUN ou JUN-B donne généralement lieu à une 

activation de la transcription des gènes (Herdegen & Leah, 1998). Cependant, les dimères c-

JUN/c-FOS sont beaucoup plus stables et ont une affinité plus forte pour les sites TRE des 

promoteurs (Ryseck & Bravo, 1991). De plus, nous montrons que JUN-B est très faiblement 

exprimée dans la glande pinéale du hamster syrien (utilisation d'un système de révélation 

beaucoup plus sensible en western-blot et non visible en immunohistochimie), tandis que c-

FOS et c-JUN sont plus fortement exprimés. D'après ces observations, nous proposons que les 

protéines c-FOS et c-JUN forment la majeure partie du complexe AP-1 dans la glande pinéale 

de hamster syrien en début de nuit (figure 41). La faible expression de JUN-B ne serait pas 

suffisante pour entrer en compétition avec c-JUN pour la dimérisation avec c-FOS.  

L'expression rapide et synchrone de c-FOS et c-JUN, avant l'induction de l'ARNm de 

l'Aa-nat, associée au fait que ces dimères sont activateurs, suggère que ces deux protéines sont 

importantes dans l'induction nocturne de la transcription de l'Aa-nat. La néosynthèse de ces 

protéines pourrait alors expliquer l'effet inhibiteur de la cycloheximide sur l'expression de 

l'Aa-nat dans la glande pinéale chez le hamster syrien (Garidou et al., 2003b). En effet, nous 

montrons que l'injection de cycloheximide, avant le pic d'expression de c-FOS et de c-JUN à 

des hamsters syrien, réprime la synthèse de ces protéines et inhibe fortement l'expression de 

l'ARNm de l'Aa-nat en fin de nuit (article 1). Par contre, l'injection de cycloheximide après le 

pic d'expression de c-FOS/c-JUN a un effet nettement plus faible sur l'expression de l'Aa-nat. 

Ces résultats confortent donc notre hypothèse selon laquelle les facteurs de transcription c-

FOS et c-JUN seraient impliqués dans l'induction nocturne de l'Aa-nat dans la glande pinéale 

du hamster syrien (figure 41). Ainsi, le retard observé dans l'induction de l'Aa-nat chez cette 
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espèce provient certainement du temps nécessaire à la transcription, puis à la traduction de ces 

deux protéines. Cependant, vu le manque de spécificité de la cycloheximide, nous ne pouvons 

pas exclure l'intervention d'autres facteurs de transcription activateurs dans ce mécanisme. 

 

 

 

 
 

Figure 41 : Rôle proposé de la balance temporelle d'expression de pCREB, ICER et des 

protéines AP-1 dans l'activation/répression de la transcription nocturne de l'Aa-nat dans la 

glande pinéale de hamster syrien. En début de nuit (zone bleue), l'activation rapide de CREB par 

la NA induit la synthèse des protéines c-FOS et c-JUN via la fixation de pCREB sur les sites CRE 

de leurs promoteurs. Les protéines c-FOS et c-JUN s'hétérodimérisent et pourraient induire la 

transcription de l'Aa-nat en se fixant sur les sites TRE et/ou CRE, en parallèle de l'action de 

pCREB sur les sites CRE. Parallèlement, c-FOS et c-JUN inhibent leur propre synthèse et leur 

expression commence à diminuer. En fin de nuit (zone violette), l'expression de c-FOS et c-JUN 

est nettement diminuée, ce qui réduit leur action sur les sites CRE et TRE, et donc la transcription 

de l'Aa-nat. En parallèle, la balance entre pCREB et ICER devient en faveur d'ICER, ce qui 

participe également à la diminution de la transcription de l'Aa-nat. 
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Il reste maintenant à vérifier la réelle intervention des protéines c-FOS et c-JUN dans 

l'induction nocturne de l'Aa-nat. De plus, les dimères c-FOS/c-JUN étant activateurs à la fois 

sur les sites CRE et TRE, il serait intéressant de vérifier si leur action se fait via l'un et/ou 

l'autre de ces sites. A partir de la séquence du promoteur de l'Aa-nat chez le hamster syrien, il 

faudrait envisager l'étude du profil temporel de fixation de ces facteurs sur les sites CRE et 

TRE. Une étude de sous-expression et/ou de sur-expression de ces deux facteurs, par exemple 

in vitro avec des adénovirus codant des ARN interférants, nous renseignerait également sur 

leur rôle dans la glande pinéale du hamster syrien. Enfin, tout comme chez le rat, une étude 

des autres partenaires potentiels (autres protéines AP-1, ATF-2, NF-Y,…) nous permettrait de 

mieux comprendre les évènements transcriptionnels nocturnes ayant lieu chez le hamster. 

 

Notre étude révèle également que c-FOS et c-JUN sont induits par la libération nocturne 

de NA. En effet, l'administration d'antagonistes α- et β-adrénergiques diminue fortement 

l'expression de ces deux protéines. Leur forte dépendance à la stimulation β-adrénergique 

indique que leur expression est dépendante de pCREB : l'activation de ce dernier précède 

celle de c-FOS et c-JUN, et il est responsable de leur induction dans de nombreux autres 

systèmes cellulaires (Herdegen & Leah, 1998). Cependant, la stimulation de ces facteurs est 

également fortement dépendante de l'augmentation du Ca2+ intracellulaire dans la glande 

pinéale de rat (Carter, 1997) et dans la plupart des autres systèmes cellulaires (Herdegen & 

Leah, 1998). Ceci pourrait expliquer l'effet important des antagonistes α-adrénergiques sur 

leur induction (notre étude), mais également sur la transcription de l'Aa-nat (Garidou et al., 

2003b). Il faudrait maintenant déterminer si la voie α-adrénergique stimule directement la 

synthèse de ces protéines ou si elle n'a qu'un effet potentialisateur. Il serait intéressant de 

tester non seulement l'effet de la stimulation α-adrénergique seule sur l'induction de ces 

facteurs, mais également de l'augmentation du Ca2+ intracellulaire sur des glandes pinéales 

en culture. De plus, notre étude n'ayant été faite que sur les protéines, il est nécessaire 

d'étudier la régulation de l'expression des ARNm de ces deux facteurs.  

 

Les résultats de notre étude suggèrent que l'activation de CREB en début de nuit par la 

NA stimule rapidement l'expression de c-FOS et c-JUN. Ces deux protéines dimérisent et 

induisent la transcription de l'Aa-nat, en conjonction avec pCREB, et assurent ainsi une 

stimulation maximale de la transcription de l'Aa-nat (figure 41). 
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II. Restriction diurne de la synthèse de mélatonine  et de l' Aa-nat 

chez le hamster syrien : une fenêtre temporelle d'i nactivation 

régulée par des mécanismes multiples 

 

Un autre mécanisme semble intervenir pour restreindre la synthèse de mélatonine 

uniquement à la phase nocturne du nycthémère chez le hamster syrien. En effet, tous les 

protocoles mis en œuvre pour stimuler la synthèse de mélatonine durant le jour chez cette 

espèce ont échoué (Lipton et al., 1982; Reiter et al., 1987a; Reiter et al., 1987b; Santana et al., 

1988a; Santana et al., 1988b; Vaughan et al., 1986; Vaughan et al., 1987; Vaughan & Reiter, 

1987). Ce phénomène n'existe pas chez le rat, il a été décrit chez l'homme (Berlin et al., 1995; 

Vaughan, 1986), la souris (Chansard et al., 2006; Fukuhara et al., 2005) et le hamster 

d'Europe (Garidou et al., 2003c), ce qui souligne l'importance de l'étude des mécanismes le 

régulant.  

La restriction de la stimulation de la synthèse de mélatonine durant le jour chez le 

hamster est directement liée à une incapacité à induire la transcription de l'Aa-nat, que ce soit 

avec des injections aiguës ou avec des injections chroniques d'agonistes adrénergiques 

(Garidou et al., 2003b). Plusieurs hypothèses ont été émises pour expliquer ce phénomène. Il 

est possible que l'incapacité à stimuler la transcription de l'Aa-nat soit causée par la forte 

expression d'une protéine inhibitrice durant le jour. En effet, l'injection de cycloheximide en 

milieu de nuit permet une induction de l'Aa-nat au début du jour suivant, suggérant donc 

l'intervention de la synthèse d'une protéine inhibitrice dans ce mécanisme (Garidou et al., 

2003b). Une autre hypothèse serait un blocage de la voie de signalisation adrénergique. Dans 

cette deuxième partie, nous avons testé ces deux hypothèses. Nous avons également cherché 

déterminer si ce mécanisme était endogène à la glande pinéale (au moyen d'un oscillateur 

interne), ou si l'horloge centrale le contrôlait au moyen d'un signal externe. 

 

 

A. Un mécanisme général 

L'étude de la restriction diurne de la synthèse de mélatonine chez le hamster syrien n'a 

pas été une chose aisée. En effet, nous avons vu précédemment que l'induction de la 

transcription de l'Aa-nat nécessite un délai d'environ 5 heures suite à la stimulation 
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noradrénergique. L'étude de ce mécanisme in vivo nécessite des protocoles d'injections 

chroniques contraignants, à la fois pour les expérimentateurs et pour les animaux. Nous avons 

donc utilisé d'autres gènes exprimés plus rapidement suite à la stimulation noradrénergique : 

Icer, dépendant essentiellement de la stimulation β-adrénergique, et c-fos, semblant dépendre 

à la fois des stimulations α- et β-adrénergiques, tous deux inductibles en une à deux heures. 

L'utilisation du gène c-fos est sans doute la plus intéressante, car celui-ci participe 

certainement directement à la régulation de la transcription de l'Aa-nat dans la glande pinéale 

du hamster syrien (voir section I.B.2 de cette discussion).  

La première constatation que nous avons pu faire est que la restriction ne concerne pas 

seulement l'Aa-nat (Garidou et al., 2003b), mais également Icer et c-fos (article 2). En effet, 

l'induction de ces deux gènes en milieu de journée n'est pas possible suite à une injection in 

vivo d'un agoniste β-adrénergique. Cette restriction persiste lorsque les animaux sont en DD, 

mais elle est levée lorsque les animaux ont été placés 3 jours en LL avant l'expérience. La 

même régulation avait été montrée pour l'Aa-nat (Garidou et al., 2003b). L'ensemble de ces 

observations suggère que la restriction diurne ne concerne pas seulement l'Aa-nat, mais 

l'ensemble des gènes dont la transcription dépend de l'AMPc. Elle pourrait donc toucher 

l'activité générale de la glande pinéale.  

 

 

B. Un rôle pour ICER ? 

L'intervention d'une protéine inhibitrice dans la répression diurne de la transcription de 

l'Aa-nat avait été suggérée, car l'injection d'un inhibiteur de synthèse protéique 

(cycloheximide) en milieu de nuit permet la stimulation de l'Aa-nat en début de jour suivant 

(figure 42, Garidou et al., 2003b). Cependant, dans cette expérience, les animaux non injectés 

à la cycloheximide durant la nuit présentaient une induction de l'Aa- nat identique 1 heure 

après la stimulation par les agonistes adrénergiques, mais moins prolongée que pour les 

animaux traités à la cycloheximide. La stimulation ayant été faite une heure après le début du 

jour, à un moment où l'Aa-nat endogène est encore élevée, il est possible que la 

cycloheximide inhibe la synthèse de protéines nécessaires à la dégradation des ARNm de 

l'Aa-nat, stabilisant ainsi plus longtemps ces derniers. Un mécanisme similaire a été décrit 

dans la glande pinéale de rat, où des protéines spécifiques sont exprimées en fin de nuit et 

dégradent les ARNm de l'Aa-nat, participant ainsi à la diminution de son expression (Kim 

et al., 2005b).  
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Figure 42 : L'inhibition de la synthèse protéique en milieu de nuit permet d'induire une 

expression prolongée de l'ARNm de l'Aa-nat en début de jour suivant. Les animaux ont été 

injectés avec de la cycloheximide ou du solvant en milieu de nuit (02h00), puis avec de 

l'isoprotérénol (ISO) ou du solvant au début du jour suivant (06h00). L'expression de l'ARNm de 

l’ Aa-nat a ensuite été mesurée par hybridation in situ 1 et 3 heures après l'injection matinale 

(07h00 et 09h00). (d’après Garidou et al., 2003) 

 

 

 

Dans le but de vérifier la potentielle participation d'une protéine inhibitrice dans la mise 

en place de la restriction diurne, nous avons testé l'effet de l'injection nocturne de 

cycloheximide sur l'induction diurne de l'Aa-nat et de c-fos, à un moment où leur expression 

endogène est minimale (section II.C.2 des résultats). Nos résultats montrent que l'injection 

de cycloheximide permet l'induction à la fois de c-fos et de l'Aa-nat en deuxième moitié de 

jour. Ceci confirme bien l'intervention de la synthèse d'une protéine durant la nuit qui serait 

responsable de l'inhibition de la transcription des gènes durant la deuxième moitié du jour 

suivant. De plus, cette protéine semble réprimer non seulement la transcription de l'Aa-nat, 

mais également la transcription d'autres gènes dépendants de l'AMPc (c-fos). 

 

A la suite de ces résultats, nous avons étudié le rôle possible d'ICER dans la mise en 

place de la restriction diurne de la stimulation de l'Aa-nat chez le hamster syrien. ICER 

appartient à la famille des protéines CREM, mais diffère de celles-ci par le fait qu'il est induit 

par l'AMPc et ne possède pas de domaine de trans-activation. Ces propriétés en font un 

inhibiteur puissant de la transcription contrôlée par les séquences CRE, et dont l'activité ne 

dépend que de la quantité de protéines présentes (Foulkes et al., 1996a; Molina et al., 1993; 

Stehle et al., 1993). Par ailleurs, ICER est un fort inhibiteur de sa propre transcription induite 
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par l'AMPc (voir section III.C.3 de l'introduction ) et réprime également la transcription de 

c-fos (Misund et al., 2007; Steigedal et al., 2007). De plus, nos résultats montrent que 

l'expression d'ICER diminue fortement après 3 jours en LL (section II.C.1 des résultats). 

Ces observations nous ont amené à suggérer qu'ICER pourrait être impliqué dans la restriction 

de l'induction diurne de l'Aa-nat, Icer et c-fos.  

Pour étudier cette hypothèse, nous avons caractérisé le profil d'expression journalier de la 

protéine ICER dans la glande pinéale de hamster syrien. Nos résultats (article 2) montrent 

que le rythme d'ICER observé dans la glande pinéale de hamster est semblable à celui observé 

chez le rat (Maronde et al., 1999a). Son expression est élevée tout au long du nycthémère, 

mais avec des valeurs significativement plus élevées en fin de nuit/début de jour, qui 

diminuent progressivement en deuxième moitié de jour pour devenir minimales en début de 

nuit. Par contre, les valeurs en milieu de jour chez le hamster correspondent à environ 70% 

des valeurs maximales, alors que chez le rat, celles-ci sont d'environ 30%. Cette différence 

pourrait donc être suffisante pour expliquer pourquoi il est possible d'induire l'Aa-nat chez le 

rat et pas chez le hamster. 

 

A partir de ce profil, nous avons supposé que la restriction diurne de l'expression des 

gènes devait avoir lieu durant toute la journée, voire être plus forte en début de jour. De plus, 

une étude précédente réalisée dans le laboratoire avait montré que l'induction de l'Aa-nat était 

possible durant le jour, mais restreinte à une courte fenêtre temporelle dans les deux heures 

suivant la fin de la nuit (Garidou et al., 2003b). Des résultats semblables avaient été obtenus 

sur la mélatonine (Vaughan et al., 1986; Vaughan et al., 1987; Vaughan & Reiter, 1987). 

Cependant, il est important de préciser ici que les niveaux d'expression de l'Aa-nat et de la 

mélatonine ont été observés pour des stimulations faites une heure après le début du jour, 

c'est-à-dire à un moment où l'expression de l'Aa-nat endogène est encore élevée. Ainsi, les 

réponses observées lors de ces études pourraient résulter d'un phénomène de stabilisation de 

l'ARNm de l'Aa-nat par la stimulation noradrénergique.  

Pour contourner ce problème, nous avons testé l'effet d'une stimulation adrénergique 4 

heures et 9 heures après le début du jour, c'est-à-dire à des points horaires où l'expression 

endogène de l'Aa-nat, d'Icer et de c-fos est minimale. De plus, en ce qui concerne l'étude de 

l'Aa-nat, nous avons utilisé un protocole d'injections chroniques sur 5 heures afin de laisser le 

temps à l'ARNm d'être synthétisé, au lieu des 1 ou 3 heures utilisées précédemment (Garidou 

et al., 2003b). Nos résultats démontrent clairement une induction différentielle de ces gènes 

en fonction de l'heure de l'injection (figure 43, voir article 2), avec une induction possible en 
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Figure 43 : Schéma récapitulatif des résultats obtenus sur la restiction diurne de l'activation 

de la glande pinéale chez le hamster syrien.  L'induction (ex vivo et in vivo) de c-fos et de l'Aa-

nat par des agonistes adrénergiques (seringues) est possible uniquement en première moitié de jour, 

lorsque l'expression de la protéine ICER est maximale. De plus, l'induction de pCREB n'est 

également possible qu'en première moitié de jour. Ces résultats suggèrent que la répression 

transcriptionnelle par ICER n'est pas la cause directe de la restriction diurne de l'induction des 

gènes dépendants de l'AMPc, mais que cette restriction serait due à une diminution de sensibilité 

de la signalisation adrénergique en deuxième moitié de jour. 

 

 

 

première partie de journée (4 heures après le début du jour), mais pas en deuxième partie (7-9 

heures après le début du jour). Il existe donc bien une fenêtre temporelle de restriction de la 

transcription dans la glande pinéale du hamster syrien, qui se met en place en deuxième partie 

de journée. Nous avons également confirmé ce résultat en utilisant des glandes pinéales en 

culture, prélevées à différents moments de la journée (voir section III.A des résultats). 

L'induction diurne des trois gènes étudiés ici est possible au moment où l'expression d'ICER 

est maximale (figure 43). C'est pourquoi nous considérons qu'ICER n'est pas responsable de 

cette restriction temporelle. En effet, si celle-ci était due à ICER, l'activation ne serait pas 

possible en début de jour et le serait faiblement en fin de jour.  

 

Nous démontrons ici clairement l'existence d'une fenêtre étroite où la transcription des 

gènes dépendants de l'AMPc dans la glande pinéale de hamster syrien est impossible. Une 

telle fenêtre d'inactivation a également été observée dans la glande pinéale de souris 

(Fukuhara et al., 2005). Cependant, son positionnement temporel est différent, car chez la 

souris, l'Aa-nat n'est pas stimulable en début de journée et le devient progressivement en fin 

de journée. Les raisons d'une telle différence sont encore inconnues. 

cc--FFOOSS  

Première moitié de jour  Deuxième moitié de jour  

ICER 

ppCCRREEBB  

Aa-nat  
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C. Un blocage de la signalisation adrénergique ? 

Suite à ces résultats, nous nous sommes demandé si la fenêtre d'inactivation de la 

transcription pouvait être due à une diminution de la sensibilité de la signalisation 

adrénergique. Dans ce but, nous avons étudié l'activation de CREB comme marqueur car 1) la 

transcription de l'Aa-nat et de c-fos dépendent de pCREB, et 2) l'activation de CREB ne 

dépend pas de sa néosynthèse, mais uniquement de sa phosphorylation par la stimulation 

adrénergique. Nous avons alors étudié l'induction de pCREB en première et deuxième moitié 

de journée. De manière surprenante, nous montrons que la stimulation de la phosphorylation 

de CREB est possible en première partie de jour, mais elle est nettement réduite en deuxième 

partie (figure 43 et article 2). Ce résultat renforce notre conclusion selon laquelle ICER 

n'intervient pas dans ce mécanisme et démontre que la fenêtre d'inactivation ne concerne pas 

seulement la transcription des gènes, mais affecte l'activation générale de la glande pinéale 

par les agonistes adrénergiques. Il existe donc un blocage dans la voie de signalisation, en 

amont de la phosphorylation de CREB, empêchant la transcription des gènes dépendant de 

l'AMPc. Par ailleurs, une étude a rapporté une induction possible de la synthèse de mélatonine 

dans des glandes pinéales prélevées une heure après le début du jour et mises en culture pour 

8 heures  (de 1 à 9 heures après le début du jour) avec de la forskoline (Santana et al., 1990). 

La fenêtre d'activation matinale que nous mettons en évidence ici permet d'expliquer un tel 

résultat. En effet, l'activation de la voie β-adrénergique étant possible en début de journée (nos 

résultats), la stimulation des glandes pinéales par la forskoline à cette période permet donc 

une accumulation de la mélatonine dans le milieu de culture, visible 8 heures après le début de 

la stimulation, même si la restriction s'est mise en place entre temps. 

 

Les hypothèses permettant d'expliquer ce blocage de l'activité de la glande pinéale chez le 

hamster syrien sont nombreuses, car celui-ci pourrait impliquer tout élément intervenant dans 

la signalisation en amont de pCREB. L'impossibilité de stimuler la phosphorylation de CREB 

est en accord avec des études antérieures rapportant que des agonistes adrénergiques ne 

stimulent ni l'activité électrique des pinéalocytes (Stehle et al., 1989) ni l'accumulation 

d'AMPc dans des glandes pinéales en culture (Santana et al., 1988a; Santana et al., 1988c). 

Cette dernière constatation est intéressante car elle impliquerait un blocage au niveau même 

de la production d'AMPc, touchant soit l'Adénylate Cyclase, soit les récepteurs adrénergiques. 

Un mécanisme similaire a été démontré dans la restriction temporelle de la synthèse de 

mélatonine dans la rétine, où l'inhibition de l'induction serait due à une diminution de l'activité 
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de l'Adénylate Cyclase (Fukuhara et al., 2004). Cependant, la stimulation in vitro de glandes 

pinéales de hamsters syrien, prélevées de jour, avec de la forskoline induit une forte 

production d'AMPc, mais pas la stimulation avec de l'isoprotérénol (Santana et al., 1988a; 

Santana et al., 1988c), suggérant plutôt un mécanisme au niveau du récepteur. Cependant, 8 

isoformes d'Adénylate Cyclase sont exprimées dans la glande pinéale (Han et al., 2005), et la 

forskoline les stimule sans distinction. Il est donc possible qu'il existe une isoforme spécifique 

couplée au récepteur β-adrénergique et dont l'activité diminue en deuxième moitié de jour.  

Ce blocage pourrait également provenir d'une modification de l'expression des récepteurs 

β-adrénergiques. En effet, une de nos études préliminaires réalisée en Western Blot révèle une 

une expression maximale de ces récepteurs de nuit et en début de jour, et minimale en milieu 

de jour (résultat non montré). Cependant, l'association récepteur-ligand, augmente durant le 

jour pour devenir maximale en début de nuit, à l'inverse de la mise en place de la fenêtre de 

restriction (Pangerl et al., 1990). Néanmoins, le récepteur peut être présent et lier le ligand, 

mais ne pas induire la transduction du signal car non couplé à l'Adénylate Cyclase ou à la 

protéine G, ceci en fonction de son état de phosphorylation (Hall, 2004 pour revue).  

 

La restriction de l'induction des gènes dépendants de l'AMPc que nous mettons en 

évidence chez le hamster ressemble fortement à la période réfractaire à l'induction de la voie 

générale de l'AMPc. Dans de nombreux systèmes, les cellules ne répondent plus à l'AMPc 

après une longue exposition à un stimulus (Montminy, 1997). Pendant cette période 

réfractaire, la stimulation de la voie de l'AMPc ne permet pas non plus de stimuler la 

phosphorylation de CREB, ce qui suggère une sur-expression et/ou une augmentation 

d'activité des phosphatases, ou encore une sous-régulation des sous-unités catalytiques de la 

PKA. Dans la lignée cellulaire de thyroïde de rat Fischer par exemple, cette période 

réfractaire se met en place via une diminution de l'expression des sous-unités catalytiques de 

la PKA (Armstrong et al., 1995).  Par ailleurs, l'activité de la PKA peut également être inhibée 

par une protéine inhibitrice, la PKI ("Protein Kinase Inhibitor", Patten et al., 1991), dont 

l'augmentation d'expression en deuxième partie de jour pourrait expliquer à la fois pourquoi 

pCREB n'est pas inductible et l'effet de la cycloheximide observé dans nos expériences. 

Dans le but de déterminer les causes du blocage de l'activation de la signalisation 

noradrénergique, il serait intéressant d'étudier à la fois l'expression et l'activité des 

récepteurs β-adrénergiques, de l'Adénylate Cyclase, de la PKA (sous-unités catalytiques) et 

des phosphatases  dans la glande pinéale de hamster syrien. Nous avons réalisé des tests en 

immunohistochimie sur les récepteurs β-adrénergiques et l'Adénylate Cyclase, mais sans 
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résultats concluants car le signal était "noyé" dans le bruit de fond. L'utilisation de la 

technique de Western Blot pourrait alors s'avérer plus facile dans ce cadre. De plus, il serait 

intéressant de comparer l'effet de la stimulation directe des intermédiaires de la signalisation 

(par de la forskoline, des analogues de l'AMPc et de l'isoprotérénol) sur l'expression des 

gènes et de pCREB. Ceci pourra être fait sur des glandes pinéales en culture selon le 

protocole présenté dans la section III.B des résultats. Ces expériences permettraient de 

définir exactement où s'effectue le blocage.  

 

Pour terminer, je mentionnerai que cette restriction diurne de la phosphorylation de 

CREB a également été décrite dans la glande pinéale du rat (Roseboom & Klein, 1995). Dans 

cette étude, les auteurs ont montré que l'injection d'un agoniste adrénergique en milieu de jour 

n'induit pas la phosphorylation de CREB, ou du moins sa fixation sur les séquences CRE. 

Ceci explique certainement pourquoi l'induction d'Icer est impossible à cette même période, 

car elle ne dépend que de l'activation de CREB (section III.C.3 de l'introduction , Stehle 

et al., 1993; Foulkes et al., 1996a). En revanche, ce résultat est troublant car la transcription 

de l'Aa-nat est fortement stimulable à ce même moment. La différence pourrait provenir du 

fait que la transcription de l'Aa-nat ne dépend pas que des sites CRE, mais également des sites 

CCAAT (section III.B et III.F.1 de l'introduction , Baler et al., 1997). Il serait intéressant 

de vérifier si la même fenêtre de restriction existe chez le rat en étudiant, par 

immunohistochimie, l'induction de pCREB durant le jour. 

Néanmoins, ce résultat nous amène à nous poser la question de l'importance d'une voie 

annexe à la phosphorylation de CREB dans l'induction de l'Aa-nat chez le hamster syrien. En 

effet, l'induction de l'Aa-nat ne dépend peut-être pas des sites CCAAT, ce qui expliquerait 

alors la différence dans l'induction diurne chez ces deux espèces. Ce point serait intéressant à 

vérifier en réalisant par exemple une mutation de ce site dans le promoteur de l'Aa-nat chez 

le hamster et en étudiant l'effet de cette mutation sur l'induction de l'Aa-nat. 

 

 

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

La fenêtre temporelle de restriction de la signalisation noradrénergique que nous mettons 

en évidence dans nos expériences n'est pas un phénomène unique. En effet, la sensibilité des 

voies de signalisation du glutamate et du PACAP dans les NSC varie en fonction du 

nycthémère (Gillette & Mitchell, 2002), de même que la voie de l'AMPc dans la rétine de rat 
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(Fukuhara et al., 2004). Dans ces deux structures, ce phénomène serait régulé directement par 

les oscillations autonomes des gènes horloge. Par ailleurs, une telle fenêtre de restriction de 

l'induction de l'Aa-nat a été décrite dans la glande pinéale de souris (Fukuhara et al., 2005). 

Cette dernière diffère cependant de celle que nous mettons en évidence chez le hamster syrien, 

car l'induction est ici possible en deuxième partie de journée, mais pas en première. Dans 

cette étude, les auteurs ont supposé que ce phénomène dépendait de l'expression d'un 

oscillateur endogène. En effet, la glande pinéale de souris, mais également de rat, exprime les 

gènes horloge de manière rythmique (voir section III.E de l'introduction générale). De plus, 

la restriction de l'induction de l'Aa-nat mise en évidence dans la glande pinéale de souris est 

maintenue lorsque les glandes sont mises en culture, en parallèle des oscillations de per1 

(Fukuhara et al., 2005). D'après ces observations, il est légitime de se demander si la mise en 

place de la restriction de la signalisation noradrénergique que nous avons mis en évidence 

chez le hamster syrien dépend d'un oscillateur interne à la glande pinéale. 

Les gènes horloge sont également exprimés de manière rythmique dans la glande pinéale 

du hamster syrien (Wongchitrat et al., article soumis). Nos résultats montrent que la 

restriction de la signalisation noradrénergique chez cette espèce disparaît après un jour en LL 

et après 24 heures en culture (article 2 et section III.C des résultats). Ceci suggère que le 

mécanisme est différent de celui observé chez la souris : il ne semble pas contrôlé par un 

oscillateur. Néanmoins, une étude récente réalisée au laboratoire a démontré que l'expression 

de rev-erbα et de bmal1 continuait à osciller dans des glandes pinéales de hamster en culture 

et in vivo en LL (Wongchitrat et al., article soumis). Ces observations donnent donc une 

réalité à cette notion d'oscillateur interne à la glande pinéale chez le hamster syrien. 

Cependant, ce dernier n'apparaît pas totalement autonome, car les oscillations de per1 et cry2 

disparaissent en LL. Ainsi, la disparition du phénomène de restriction en LL chez le hamster 

pourrait être due à une désorganisation de cet oscillateur. Ce dernier semble dépendant d'un 

contrôle par l'horloge car la restriction persiste en DD (voir article 2).  

 

Comment les gènes horloge pourraient être impliqués dans la mise en place de cette 

fenêtre de restriction ? Nous avons vu que chez le rat, ces gènes ne semblaient pas intervenir 

directement dans la régulation de l'expression de l'Aa-nat, car une mutation des E-box du 

promoteur n'a aucun effet sur son rythme d'expression (Humphries et al., 2007). Cependant, 

ce contrôle pourrait se faire par la régulation de facteurs intervenant dans la voie de 

signalisation induisant la synthèse de l'Aa-nat. Dans la rétine de rat, la restriction de la 

synthèse de mélatonine semble due à une diminution de l'activité de l'Adénylate Cyclase 1 
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(Fukuhara et al., 2004). Le promoteur de l'Adénylate Cyclase 1 contient une E-box 

fonctionnelle pour l'induction de la transcription du gène (Chan et al., 2001). De plus, 

l'expression de son ARNm est inhibée de nuit par la NA dans la glande pinéale de rat, et cette 

inhibition est abolie en LL (le pic se prolonge durant le jour, Tzavara et al., 1996). Ainsi, 

l'induction de PER1 et CRY2 par la NA pourrait réprimer la synthèse de l'Adénylate Cyclase 

1 conduite par les dimère CLOCK/BMAL1. L'expression diminue donc et devient minimale 

en fin de nuit. Dans notre modèle, ce mécanisme pourrait diminuer l'expression de l'Adénylate 

Cyclase 1 en deuxième moitié de jour et être responsable du blocage observé dans la voie de 

signalisation. Si les animaux sont placés en LL, PER1 et CRY2 ne sont pas induits 

(Wongchitrat et al., article soumis) et donc la synthèse de l'Adénylate Cyclase 1 n’est pas 

diminuée. De plus, cette hypothèse explique également l'effet de la cycloheximide en milieu 

de nuit (voir section II.C.2 des résultats). En effet, celle-ci inhiberait la synthèse de PER1 et 

CRY2, qui n'exerceraient alors pas leur action répressive. L'Adénylate Cyclase 1 continuerait 

à être présente et le blocage en milieu de jour n'aurait pas lieu. 

Afin de vérifer cette hypothèse, il serait intéressant de vérifier la possible implication des 

produits des gènes horloge dans la mise en place de la fenêtre de restriction. Ceci pourrait 

être réalisé par l'utilisation du modèle ex vivo que nous avons commencé à mettre au point, 

en conjonction avec une sous-expression des protéines PER et CRY. 

 

La disparition de la restriction diurne en LL ou suite à 24 heures de culture (nos résultats) 

et sa persistance en DD suggèrent que l'horloge centrale contrôle la mise en place de ce 

phénomène (et donc l'oscillateur interne) dans la glande pinéale. Comment pourrait se faire un 

tel contrôle ? La libération nocturne de NA semble être un bon candidat car 1) elle constitue le 

signal majeur par lequel l'horloge régule la synthèse de mélatonine et le métabolisme de la 

glande pinéale, 2) elle régule l'expression de certains gènes horloge (per1 et cry2) dans la 

glande pinéale de rat, de souris (Fukuhara et al., 2000; Simonneaux et al., 2004; Takekida 

et al., 2000) et de hamster syrien (Wongchitrat et al., article soumis), 3) la NA contrôle les 

oscillations des gènes horloge, notamment per1, dans les glandes surrénales et le foie (Ishida 

et al., 2005; Terazono et al., 2003), mécanisme régulant la sensibilité journalière des glandes 

surrénales à l'ACTH (Oster et al., 2006).  

Nos expériences n'ont cependant pas permis de mettre en évidence un tel rôle pour la NA. 

Nous avons tenté de mimer artificiellement le contrôle noradrénergique nocturne de l'horloge 

en soumettant des glandes pinéales de hamster syrien à une ou deux périodes de 10 heures de 

stimulation avec de la NA (voir section III.C des résultats). Cependant, ce traitement s'est 
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révélé inefficace dans la mise en place de la restriction, car l'activité des glandes pinéales a été 

stimulée, que celles-ci aient été incubées avec la NA ou non. Il faut toutefois rester prudent 

avec ces expériences, car elles ne comportaient pas un nombre suffisant de glandes pinéales 

pour pouvoir conclure avec certitude. Par ailleurs, il est probable que nos conditions de 

culture ne reproduisent pas complètement la nuit endogène à laquelle sont soumis les animaux 

in vivo. En effet, les glandes pinéales étant prélevées le matin, elles sont coupées très tôt de 

nombreux signaux pouvant influencer leur métabolisme, et le seul auquel elles sont soumises 

à nouveau est la NA. Or, de tels signaux contrôlés par l'horloge, pourraient également être 

impliqués dans la mise en place de la restriction diurne. Par exemple, l'oscillateur du foie est 

également contrôlé par les NSC via l'action des glucocorticoïdes (Balsalobre et al., 2000). 

Ceux-ci pourraient alors intervenir dans la mise en place de la restriction de l'activation de la 

glande pinéale, par exemple en contrôlant l'expression des récepteurs β-adrénergiques. En 

effet, une adrénalectomie augmente la liaison maximale récepteur-agoniste observée en début 

de journée dans la glande pinéale de rat (Gonzalez-Brito et al., 1988d).  

Pour finir, il est également probable que la mise en place de la restriction diurne ne 

dépende pas d'un oscillateur interne à la glande pinéale, mais d'un signal inhibiteur diurne 

contrôlé par l'horloge. Ceci permettrait également d'expliquer pourquoi la restriction disparaît 

en culture chez le hamster syrien. 

 

 

 

III. Contrôle photopériodique de l'expression de l' Aa-nat  : une 

diminution dans l'efficacité de la transcription   

 

La mélatonine délivre un message temporel à l'organisme par la variation de sa durée de 

présence dans le plasma, en relation avec la durée de la nuit. Chez la plupart des espèces, cette 

variation est directement contrôlée par la durée de l'activité nocturne de l'AA-NAT. Chez les 

rongeurs, l'allongement de l'activité nocturne de l'AA-NAT est directement dépendant d'un 

allongement de la transcription de l'Aa-nat. Chez certains rongeurs, l'amplitude du pic de 

mélatonine varie également, pour augmenter en photopériode courte, essentiellement grâce à 

une augmentation de l'activité de l'HIOMT (voir section II de l'introduction ). Cette 

augmentation de synthèse de mélatonine est également associée, chez le rat et le hamster 

sibérien, à une diminution de l'amplitude du rythme de l'Aa-nat. Chez le hamster syrien, les 
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variations dans la synthèse de mélatonine sont également caractérisées par un allongement de 

la durée de transcription de l'Aa-nat, ainsi que par une forte diminution de l'ampitude du pic 

(figure 44). Cependant, alors que chez le rat et le hamster sibérien le délai d'induction de l'Aa-

nat et de la synthèse de mélatonine augmente avec l'allongement de la durée de la nuit (voir 

section II de l'introduction ), ce délai ne varie pas en fonction de la photopériode chez le 

hamster syrien (Garidou et al., 2003b; Miguez et al., 1995; Reiter, 1993a).  

 

 

A. Un rôle pour ICER ? 

Nous avons supposé l'intervention d'ICER dans la diminution d'amplitude du pic nocturne 

de l'ARNm de l'Aa-nat chez le hamster syrien pour plusieurs raisons : 1) la mutation d'ICER 

chez la souris in vivo induit une forte augmentation de l'expression de l'ARNm de l'Aa-nat 

(figure 44, Foulkes et al., 1996a), 2) la surexpression d'ICER dans des pinéalocytes de rat en 

culture inhibe fortement l'induction de l'Aa-nat (Ho et al., 2007b), et 3) ICER est une protéine 

très stable et sa synthèse est plus longue en photopériode courte, ce qui augmente les quantités 

de protéines présentes en photopériode courte (Foulkes et al., 1996b). Ainsi, selon notre 

hypothèse, la diminution de l'expression de l'ARNm de l'Aa-nat en photopériode courte serait 

due à une présence plus importante de la protéine ICER durant la nuit en photopériode courte. 

Notre première étude montrait que la durée de synthèse de l'ARNm d'Icer dans la glande 

pinéale du hamster syrien est allongée en photopériode courte, supposant une synthèse plus 

longue de la protéine et donc des quantités plus importantes (Diaz et al., 2003). Nous 

montrons que, contrairement à ce qui a été décrit chez le rat, le profil d'expression de la 

protéine ICER ne varie pas en fonction de la photopériode (article 2). De plus, les quantités 

de protéines ne sont pas plus importantes en photopériode courte, excluant donc qu'ICER soit 

responsable de la diminution d'expression de l'Aa-nat en photopériode courte. Ce résultat n'est 

pas très surprenant. En effet l'amplitude d'expression de l'ARNm d'Icer en photopériode 

courte et en photopériode longue est exactement la même (Diaz et al., 2003). L'induction 

d'Icer étant très sensible (beaucoup plus que l'Aa-nat) à l'effet répresseur de sa propre protéine, 

si la quantité avait été augmentée, alors l'expression de son ARNm aurait été fortement 

diminuée. Le profil d'expression d'ICER chez le hamster syrien montre également un niveau 

faible en début de nuit dans les deux photopériodes. Ceci est en accord avec le fait que 

l'induction de la transcription de l'Aa-nat (et d'Icer) chez le hamster n'est pas décalée comme 

chez le rat, où ICER est plus fortement présent en début de nuit en photopériode courte. Les  
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Figure 44 : Le blocage diurne de l’induction de l’Aa-nat serait dû à la synthèse d’une 

protéine inhibitrice durant la nuit précédente. (A) Variations photopériodiques de l'expression 

de l'ARNm de l'Aa-nat dans la glande pinéale de hamster syrien. L'amplitude du rythme est 

nettement diminuée en photopériode courte (ronds blancs) par rapport à la photopériode longue 

(ronds noirs). L'induction de l'expression en début de nuit a lieu avec le même délai dans les deux 

photopériodes. La terminaison de l'expression est initiée par l'arrivée de la lumière en photopériode 

longue et par l'horloge endogène en photopériode courte. (B) Effet de la sous-expression d'ICER 

sur le rythme d'expression de l'Aa-nat dans la glande pinéale de souris. La mutation d'ICER (-/-) 

induit une nette augmentation de l'amplitude du rythme par rapport aux souris sauvages (+/+). 

Cependant les profils d'induction et de terminaison de l'expression restent identiques. (d'après 

Garidou et al.,2003 (A) et Foulkes et al., 1996 (B)). 

 

 

raisons de cette différence de profil d'ICER en photopériode courte entre le rat et le hamster 

sont inconnues. Elles pourraient être dues à une régulation différente de la dégradation de la 

protéine, peut-être par une activité différente des protéasomes chez les deux espèces. Il est 

également intéressant de noter qu'une étude récente a également rapporté un profil 

photopériodique de la protéine ICER, avec des quantités généralement plus faible en 

photopériode courte, mais également une faible quantité de protéine en début de nuit 

(Maronde et al., 2007). Bien que différent, ce profil reste en accord avec notre conclusion 

selon laquelle la diminution de l'expression de l'ARNm de l'Aa-nat chez le hamster syrien en 

photopériode courte n'est pas due à une répression par ICER. 

Le rôle d'ICER chez le hamster reste donc encore à éclaircir. Il pourrait aider à la 

diminution de la transcription de l'Aa-nat en fin de nuit, en conjonction avec la diminution de 

l'expression de pCREB (figures 38 et 41, voir section I.A de cette discussion). Néanmoins, 

nos résultats suggèrent que la diminution d'amplitude du rythme d'expression de l'Aa-nat en 

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

Pour déterminer si cette diminution d'expression de l'Aa-nat en photopériode courte 

pouvait être due à une diminution de la sensibilité de la signalisation noradrénergique, nous 

avons étudié l'expression photopériodique d'autres facteurs de transcription intervenant dans 

l'induction de l'Aa-nat. Nous avons observé que le profil temporel d'expression de pCREB et 

de c-FOS ne variait pas ou très peu avec la photopériode. En revanche leur amplitude est 

nettement diminuée en photopériode courte par rapport à la photopériode longue. Il semble 

donc que la diminution d'amplitude de l'expression de l'Aa-nat soit causée principalement par 

une diminution de la sensibilité de la signalisation noradrénergique en photopériode courte. 

Cependant, cela n'explique pas pourquoi l'amplitude du pic de l'ARNm et de la protéine ICER 

restent identiques dans les deux photopériodes (Diaz et al., 2003). ICER étant très sensible à 

la stimulation β-adrénergique, il est probable que la quantité de CREB phosphorylée en 

photopériode courte soit suffisante pour en induire une expression maximale. Nous avons 

également observé que le délai d'induction nocturne de ces deux facteurs est identique quelle 

que soit la photopériode, ce qui explique pourquoi le délai d'induction de l'Aa-nat ne varie pas. 

Ce résultat nous indique également que la dynamique de libération de la NA en début de nuit 

semble identique dans les deux photopériodes. 

La diminution de sensibilité de la voie adrénergique en photopériode courte pourrait 

provenir d'une diminution de la quantité de NA libérée, dépendante de modifications 

photopériodiques dans le fonctionnement de l'horloge centrale. Il est également possible 

qu'elle soit causée par une diminution de l'expression des récepteurs α- (diminution de la 

potentialisation) et/ou β-adrénergiques, de l'Adénylate Cyclase, de la PKA… Il est intéressant 

de noter qu'un mécanisme similaire a été mis en évidence dans la glande pinéale de rat. En 

effet, la diminution de sensibilité de la voie adrénergique existe également en début de nuit en 

photopériode courte, avec une diminution de la phosphorylation de CREB (Foulkes et al., 

1996b), qui ne semble pas due à une diminution de production d'AMPc, mais à une 

diminution d'activité de la PKA (Engel et al., 2004a).  

 Afin de vérifier ces hypothèses, il serait intéressant de déterminer le profil d'expression 

et d'activité photopériodique de ces différentes protéines (récepteurs adrénergiques, 

Adénylate Cyclase, PKA,…) dans la glande pinéale du hamster syrien. L'étude de leur activité 

pourrait se faire en culture, sur des glandes prélevées chez des animaux préalablement 

acclimatés dans les deux photopériodes. La stimulation directe des différents intermédiaires 

de la voie de signalisation permettrait alors de déterminer le niveau auquel se fait cette 
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diminution de sensibilité. De plus, il apparaît également essentiel d'étudier le profil 

photopériodique de libération de la NA in vivo (aspect temporel et quantitatif), par exemple 

par microdialyse. 

Les points discutés précédemment n'ont pris en compte que l'implication de la voie 

noradrénergique. Cependant, la glande pinéale est innervée par d'autres afférences pouvant 

moduler la synthèse de mélatonine et l'activité des enzymes la catalysant (Simonneaux & 

Ribelayga, 2003). Parmi celles-ci, les afférences NPYergiques semblent particulièrement 

intéressantes. Le NPY est majoritairement colocalisé avec la NA dans les fibres sympathiques 

et semble être libéré simultanément avec celle-ci (Moller et al., 1998). Son action sur la 

synthèse de mélatonine peut se faire par une inhibition de la libération de NA et/ou une de 

l'accumulation d'AMPc induite par la stimulation β-adrénergique (Olcese, 1991; Rekasi et al., 

1998; Simonneaux et al., 1994; Simonneaux et al., 1999). Ainsi, il diminue l'activité de l'AA-

NAT induite par la NA, in vivo et in vitro (Simonneaux & Ribelayga, 2003, pour revue). De 

plus, l'innervation NPYergique montre des variations saisonnières importantes chez le 

hamster d'Europe, avec une densité plus forte en hiver (Moller et al., 1998).  

Le NPY pourrait ainsi moduler la sensibilité de la signalisation adrénergique chez le 

hamster syrien en fonction des saisons. En effet, il est possible que l'innervation NPYergique 

soit plus dense en photopériode courte, expliquant la diminution dans l'expression des facteurs 

dépendant de l'AMPc (pCREB et c-FOS). De plus, bien qu'inhibant l'AA-NAT, le NPY n'a 

aucun effet sur l'expression d'ICER (Pfeffer et al., 1999), ce qui est également en accord avec 

les quantités de protéines ICER qui ne changent pas avec la photopériode dans notre étude. 

Afin de vérifier cette hypothèse, il serait intéressant de déterminer si la densité de 

l'innervation NPYergique varie avec la photopériode chez cette espèce, ce qui est réalisable 

par immunohistochimie. Puis, il serait nécessaire d'étudier l'effet du NPY sur la transcription 

de l'Aa-nat. Ceci est envisageable à la fois in vitro sur des glandes pinéales en culture co-

stimulées avec du NPY et de la NA, mais également in vivo en injectant un antagoniste des 

récepteurs au NPY en début de nuit à des hamsters syrien en photopériode courte.  

Bien que le NPY soit une cible intéressante, d'autres neurotransmetteurs et neuropeptides, 

dont la densité de l'innervation peut varier en fonction de la photopériode (exemple de la 

vasopressine) pourraient être impliqués dans la modulation photopériodique de l'expression de 

l'Aa-nat (Simonneaux & Ribelayga, 2003). Par ailleurs, cette diminution d'expression n'ayant 

pas d'impact sur l'amplitude de la synthèse de mélatonine, il serait intéressant d'étudier si 

l'activité de l'HIOMT varie également chez cette espèce, comme cela a été démontré chez le 

hamster sibérien et le hamster d'Europe (voir section II.E de l'introduction générale). 
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IV. Implication de ces mécanismes dans la construct ion du 

message photopériodique véhiculé par la mélatonine 

 

La construction du message photopériodique est principalement réalisée au sein même de 

l'horloge biologique des NSC (voir section I.B de l'introduction générale). Le 

fonctionnement de l'horloge (photosensibilité, activité électrique, expression des gènes 

horloge,…) est modifié en fonction de la photopériode, ce qui lui permet de délivrer un 

message temporel cohérent avec la photopériode ambiante (voir section I.B de l'introduction 

générale). Ceci permet alors la modification de l'expression des signaux de sortie de l'horloge, 

par exemple l'expression de l'ARNm de l'AVP. Ces observations ont suggéré que le contrôle 

photopériodique de la synthèse de mélatonine par l'horloge passait par une modification du 

profil de libération de la NA, bien qu'aucune donnée disponible ne permette de l'affirmer. 

Cependant, lors d'un changement de photopériode, l'horloge met environ 3 semaines à adapter 

son fonctionnement (Vuillez et al., 1996), ce qui est également le temps nécessaire aux 

modifications de la durée du pic nocturne d'activité de l'AA-NAT dans la glande pinéale. 

Cette dernière apparaît alors comme un relais passif des NSC dans la construction du message 

saisonnier.  

Néanmoins, la restriction diurne de la stimulation adrénergique suggère que la glande 

pinéale du hamster syrien pourrait participer activement au codage de cette information 

véhiculée par les NSC. En effet, il est intéressant de noter que la fenêtre d'activation matinale 

observée dans la glande pinéale du hamster syrien correspond au moment où la nuit et la 

synthèse de mélatonine s'allongent en photopériode courte (en prenant comme référentiel le 

début de la nuit). Ainsi, la glande pinéale participerait activement (et non comme un simple 

relais) à l'élaboration du message saisonnier, en permettant un allongement de la durée de 

synthèse de mélatonine. Ceci suppose que l'horloge centrale, étant responsable de la mise en 

place de la fenêtre de restriction, établisse une période de sensibilité à la NA identique dans 

les deux photopériodes (figure 45). Ainsi, en photopériode courte, l'arrêt de la synthèse de 

mélatonine serait dû à la diminution de la sensibilité de la voie noradrénergique, alors qu'en 

photopériode longue il serait dû à l'arrêt de la libération de NA par l'horloge. 
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Afin de vérifier cette hypothèse, il serait tout d'abord nécessaire d'encadrer avec 

précision la fenêtre de restriction diurne de l'activation de la glande pinéale chez le hamster 

syrien. Ensuite, il serait intéressant de simuler l'allongement de la nuit par des injections 

d'agonistes adrénergiques chez des animaux en photopériode longue et en photopériode 

courte, afin de voir s'il est possible de prolonger artificiellement le pic de mélatonine. Si la 

théorie est correcte, le pic de mélatonine devrait pouvoir être prolongé durant la matinée en 

photopériode longue, mais pas en photopériode courte, car les injections seraient faites au 

moment de la mise en place de la restriction. Cette dernière étude sur les animaux en 

photopériode courte nous permettra également de vérifier si cette restriction existe durant le 

jour dans cette photopériode. Si elle existe, et qu'elle dépend uniquement de la libération 

nocturne de NA, sa mise en place devrait se faire presque immédiatement après le début du 

jour en photopériode courte. 

 

 

 

 
 

Figure 45 : Modèle expliquant le rôle de la fenêtre temporelle de restriction diurne dans le 

codage de l'information photopériodique par la glande pinéale chez le hamster syrien. Selon 

notre modèle, la libération nocturne de NA (flèches vertes) débute au même moment dans les deux 

photopériodes. Ce signal permettrait à l'horloge centrale de diriger la mise en place des périodes de 

sensibilité de la voie noradrénergique (en violet) et de blocage (en rouge). L'arrêt de la libération 

de NA en photopériode longue est responsable de l'arrêt de la synthèse de mélatonine (courbe 

bleue). En revanche, en photopériode courte, la période de sensibilité permet l'allongement du pic 

de synthèse de mélatonine qui se terminerait grâce à la mise en place du blocage. 

Sensibilité de la voie 
noradrénergique Blocage 

Photopériode 
longue 

Photopériode 
courte 

NA 

NA 



V. Conclusion/perspectives  
 

 DISCUSSION/PERSPECTIVES 164 

La restriction temporelle de la synthèse de mélatonine est très importante chez le hamster 

syrien, car sa physiologie varie avec les saisons, et donc avec la durée de présence de la 

mélatonine dans le plasma. Plus que la durée, c'est la coïncidence entre différentes périodes de 

présence de la mélatonine qui est importante (voir section I.D de l'introduction). En quoi 

une fenêtre temporelle de restriction de la synthèse de cette hormone peut-elle être utile chez 

cette espèce ? L'injection de mélatonine exogène (pendant plusieurs semaines) en fin de 

journée à des hamster syriens en photopériode longue induit une physiologie de type 

photopériode courte (Tamarkin et al., 1976). La restriction de la synthèse de mélatonine 

durant la deuxième moitié de la journée, associée au long délai nécessaire à son induction, 

pourrait ainsi éviter la présence de mélatonine à un moment inapproprié. Bien que la glande 

pinéale du hamster syrien possède également un système de recapture de la NA endogène très 

efficace de jour (Vaughan et al., 1986), l'exposition à un stress, induisant une forte libération 

de NA et d'adrénaline dans l'organisme, pourrait constituer un message d'erreur susceptible 

d'induire la mélatonine (Champney et al., 1985). La mise en place de cette restriction pourrait 

permettre d'éviter cela, et donc n'autoriser la synthèse de mélatonine que durant la période 

nocturne. 

 

 

 

V. Conclusion et perspectives 

 

L'ensemble des études réalisées au cours de ma thèse visait à analyser les mécanismes 

cellulaires et moléculaires impliqués dans la restriction temporelle de l'expression de l'Aa-nat, 

l'enzyme limitante de la synthèse nocturne de mélatonine, chez le hamster syrien. Dans ce 

cadre, nous avons démontré que : 

1) la nature et la balance temporelle d'expression nocturne des facteurs de transcription 

régulant l'initiation/répression de la transcription de l'Aa-nat sont différentes de celles 

observées chez le rat, avec un rôle important des protéines c-FOS et c-JUN dans l'activation 

en début de nuit, expliquant le délai supplémentaire dans l'induction de l'expression de l'Aa-

nat et de la synthèse de mélatonine chez le hamster ;  

2) la restriction diurne de l'induction de l'Aa-nat est due à la mise en place d'une fenêtre 

d'inactivation de la signalisation noradrénergique en deuxième partie de journée, causant un 

blocage général de l'activation de la glande pinéale ; 
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3) l'absence de variations photopériodiques dans le délai d'induction nocturne de la 

transcription de l'Aa-nat est due à un profil temporel d'expression identique des intermédiaires 

de la voie de signalisation en début de nuit (pCREB et c-FOS) ; 

4) la nette diminution de l'amplitude du rythme d'expression de l'ARNm de l'Aa-nat en 

photopériode courte est causée par une diminution générale de la sensibilité de la signalisation 

noradrénergique. 

 

Afin de continuer la caractérisation des mécanismes cellulaires et moléculaires 

responsables de ces phénomènes, plusieurs études sont envisageables : 

• Le clonage du promoteur de l'Aa-nat chez le hamster nous renseignera tout d'abord sur 

la nature des séquences régulatrices contenues dans celui-ci. Ceci permettra alors d'étudier le 

profil temporel de fixation (donc d'activité) des protéines pCREB, ICER, c-FOS et c-JUN, 

ainsi que la manière dont ces facteurs entrent en compétition pour ces différentes séquences 

(CRE, TRE,…). Par ailleurs, l'étude des interactions entre ces différents facteurs (et avec 

d'autres partenaires) sera également intéressante pour comprendre leur mode d'action. 

• L'inhibition spécifique de ces facteurs de transcription nous renseignera sur le rôle 

qu'ils exercent (activation ou répression) et leur importance dans la régulation de la 

transcription de l'Aa-nat chez le hamster (mais également chez le rat). Pour cela, l'utilisation 

de vecteurs adénoviraux codant des ARN interférents dirigés contre les ARNm de ces facteurs, 

en complément du modèle ex vivo que nous avons proposé, pourrait s'avérer un outil très 

efficace. Une collaboration a déjà été mise en place avec le laboratoire du Dr Anthony HO à 

Edmonton pour la construction de tels vecteurs. 

• L'étude du profil temporel d'expression et d'activation des différents intermédiaires de 

la voie de signalisation noradrénergique nous permettra de définir précisément le niveau 

auquel la restriction diurne se met en place. L'utilisation d'un modèle in vitro/ex vivo, 

permettant de stimuler ces différents acteurs séparément, sera également très utile. A partir de 

ces données, il faudra alors caractériser la (les) protéine(s) inhibitrice(s) potentiellement 

responsable(s) de la mise en place de cette restriction. 

• L'étude du profil photopériodique de libération de la NA, mais également d'autres 

médiateurs comme le NPY, en association avec l'étude du profil photopériodique d'expression 

et d'activation des différents acteurs de la signalisation noradrénergique, permettrait de 

comprendre les mécanismes responsables de la diminution de sensibilité de cette dernière en 

photopériode courte. 
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L'ensemble de nos résultats, en complément d'études antérieures, tend à montrer que la 

restriction temporelle de la synthèse de mélatonine est contrôlée de manière beaucoup plus 

stricte chez le hamster syrien, un rongeur à physiologie saisonnière, que chez le rat. Ceci est 

notamment possible grâce à la mise en place chez cette espèce d'une période de sensibilité à la 

NA, directement contrôlée par l'horloge centrale, permettant non seulement d'interdire la 

synthèse de mélatonine à certains moment du cycle jour/nuit, mais également de prolonger 

celle-ci suivant la photopériode. Il reste cependant à caractériser plus en détail la fenêtre de 

restriction mise en évidence lors de cette thèse. Pour cela, il faudrait notamment définir 

précisément l'aspect temporel de la mise en place de cette fenêtre, mais également vérifier son 

existence dans les deux photopériodes. Par ailleurs il apparaît nécessaire de comprendre 

comment l'horloge des NSC contrôle la mise en place de cette période de sensibilité de la 

signalisation noradrénergique de la glande pinéale à la NA. Pour cela, il est important de 

continuer la mise au point du modèle visant à reproduire la restriction dans des glandes 

pinéales ex vivo que nous avons débutée ici. En effet, ce modèle nous permettrait de soumettre 

les glandes pinéales à différents signaux (nocturnes ou diurnes) potentiellement utilisés par 

l'horloge afin de contrôler la mise en place de ce phénomène. 

Par ailleurs, ce phénomène de restriction temporelle de la sensibilité d'une voie de 

signalisation induite par un modulateur n'est pas unique à la glande pinéale de hamster syrien. 

Une telle fenêtre de restriction a également été décrite dans la glande pinéale de souris et dans 

la rétine de rat, mais également dans les glandes surrénales ou au niveau de l'horloge elle-

même. Cependant, dans ces modèles, la restriction semble dépendre directement d'un 

oscillateur interne à ces structures, synchronisé par un signal venant de l'horloge. La présence 

et l'importance d'un tel oscillateur dans la mise en place de la restriction diurne reste donc à 

démontrer chez le hamster. L'étude des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans 

la mise en place de la fenêtre temporelle d'inactivation de la voie noradrénergique dans la 

glande pinéale du hamster syrien pourrait permettre de comprendre comment l'horloge 

contrôle l'expression des rythmes à la périphérie.  

De plus, ces études pourraient s'avérer utiles dans le domaine de la chronopharmacologie, 

afin de comprendre pourquoi certaines drogues sont moins efficaces à certaines périodes du 

nycthémère. 
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