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Abréviations

3V : troisiéme ventricule

5,7-DHT : 5,7-dihydroxytryptamine

5-CT : 5-Carboxamidotryptamine
5-HIAA : 5-hydroxyindole acide acétique
5-HT : 5-hydroxytryptamine ou sérotonine
5-HTP : 5-hydroxytryptophane
8-OH-DPAT : (£)-8-Hydroxy-2-
(dipropylamino)tetralin

AADC : aromatic amino-acids
decarboxylase décarboxylase des acides
aminés aromatiques

AA-NAT : arylalkylamine N-
acétyltransférase

AC : adénylate cyclase

ACTH : adrenocorticotropin hormone
hormone corticotrope

AMPCc : adénosine mono-phosphate
cyclique

AS19: (2S)-(+)-5-(1,3,5-
Trimethylpyrazol-4-yl)-2-(dimethylami
no)tetralin

AVP : arginine vasopressine

bHLH : basic helix loop helix

BIMU 8 : 1'-[4-[1-(4-fluorophenyl)-1-H-
indol-3-yl]-1-butyl]spiro[iso-benzofuran-
1(3H),4'piperidine](Lu28-179), endo-N-(8-
methyl-8azabicyclo[3.2.1]oct-3-yl)-2,3-
dihydo-(1-methyl)ethyl-20x0-1-H-
benzamidazole-1-
carboxyamidehydrochloride
BMAL1/bmall: brain and muscle aryl
hydrocarbon receptor nuclear
translocator-like protein 1

BMY7378 : 8-[2-[4-(2-Methoxyphenyl)-1-
piperazinyl]lethyl]-8-azaspiro[4.5]decane-
7,9-dione

BNST : bed nucleus of the stria terminalis
= noyau du lit de la strie terminale

BRL 15572: 4-(3-Chlorophenyly-
(diphenylmethyl)-1-piperazineethanol
BW 723C86: a-methyl-5-(2-
thienylmethoxy)-1H-Indole-3-ethanamine
CCG : clock controlled genes genes
controlés par I'horloge

CKI : caséine kinase |

CLOCK!/ Clock:circadian locomotor
output cycles kaput

CRE : Ca**/cAMP-responsive element
CREB : Ca?*/cAMP-responsive element
binding protein

CRH : corticotropin-releasing hormone
hormone libérant I'hnormone corticotrope
CRY/Cry : cryptochrome

CT : circadian time= temps circadien
DA : dopamine

DBP : albumin D-element binding protein
DD : dark-dark= obscurité constante
DEC : differentiated embryo chondrocyte
protein

DMH : dorsomedial hypothalamic nucleus
= noyau dorsomédial de I'hypothalamus
DOI : (£)-2,5-Dimethoxy-4-
iodoamphetamine

DR4004: 2a-[4-(4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridyl)butyl]-2a,3,4,5-
tetrahydro-bezo[cd]indol-2(1H)-one
ERK : extracellular signals regulated
kinase

GABA : y-aminobutyric acid= acidey-
aminobutyrique

GC : guanylate cyclase

GCS: ganglion cervical supérieure
GHT : geniculo-hypothalamic tract
tractus géniculo-hypothalamique

GMPc : guanylate mono-phosphate
cyclique

GR113808: 1-[2-[(Methylsulfonyl)-
amino]ethyl]-4-piperidinyllmethyl 1-
methyl-1H-indole-3-carboxylate

GRP : gastrin releasing peptide peptide
libérant la gastrine

GSK3 : glycogene kinasefl3

IGL :intergeniculate leaflet feuillet
intergéniculé latéral

IML :intermediolateral columi colonne
intermédiolatérale

LD : light-dark = lumiere-obscurité

LHA : lateral hypothalamic area aire
latérale hypothalamique latérale

LL : light-light = lumiéere constante

LS : lateral septun¥ septum latéral



L-Trp : L-tryptophane

MA : million d’années

MAO : monoamine oxydase

m-CPBG : 1-(m-Chlorophenyl)biguanide
mMCPP : 1-(3-Chlorophenyl)piperazine
MDL 100907: R-(1)-?(2,3-
dimethoxyphenyl)-1-[2(4-
fluorophenethyl)]-4-piperidinemethanol
MKC-242 : (S)-5-[3-[(1,4-benzodioxan-2-
ylmethyl)amino]propoxy]-1,3-
benzodioxole

MPN : median preoptic nucleus area
aire préoptique médiane

MSF : midpoint of sleep on free days
MT1/MT2 : récepteur 1/2 a la mélatonine
NA : noradrénaline

NAN-190: 1-(2-methoxyphényl)-4(4-(2-
phtalimido)butyl)piperazine

NMDA : N-méthyl D-aspartate

NO : monoxyde d'azote

NOS: NO synthase

NPY : neuropeptide Y

NR1D1: nuclear receptor subfamily 1,
group D, member 1

NR1D2: nuclear receptor subfamily 1,
group D, member 2

NR21F1: nuclear receptor subfamily 1,
group F, member 1

NR1F2 : nuclear receptor subfamily 1,
group F, member 2

NR1F3: nuclear receptor subfamily 1,
group F, member 3

NRD : noyau du raphé dorsal

NRM : noyau du raphé médian

OC : optic chiasma= chiasma optique
PACL1 : récepteur 1 au PACAP

PACAP : pituitary adenylate cyclase
activating peptide= peptide activant
I'adénylate cyclase pituitaire

PAS : period-aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator-single minded
PER/Per : period

PK2 : prokinéticine 2

PKA : protéine kinase A

PLC : phospholipase C

PNU 109291 (S)-(-)-1-[2-[4-
(4methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-
methyl-isoc hroman-6-carboxamide

PVN : paraventricular nucleus of
hypothalamus= noyau paraventriculaire
hypothalamique

PVT : paraventricular nucleus of thalamus
= noyau paraventriculaire thalamique
REV-ERB/Rev-erb: reverse viral
erythroblastis oncogene product

RHT : retino-hypothalamic tract tractus
rétino-hypothalamique

R0-600175: (aS)-6-Chloro-5-fluoro-a-
methyl-1H-indole-1-ethanamine fumarate
ROR/Ror : retinoic acid-related orphan
receptor

RORE : retinoic acid-related orphan
receptors response element

RPEBG65: retinal pigment epithelium
enzyme 65

rPK2 : récepteur a la PK2

S15535: 1-(2,3-Dihydro-1,4-benzodioxin-
5-yI)-4-(2,3-dihydro-1h-inden-2-yl)-
piperazine

SB 200646 N-(1-Methyl-1H-5-indolyl)-
N’-(3-pyridinyl)urea

SB 242084 6-Chloro-2,3-dihydro-5-
methyl-N-[6-[(2-methyl-3-pyridinyl)oxy]-
3-pyridinyl]-1H-indole-1-carboxyamide
SB 269970 (2R)-1-[(3-
Hydroxyphenyl)sulfonyl]-2-[2-(4-methyl-
1-pip eridinyl)ethyl]pyrrolidine

SB 271046 5-chloro-N-(4-methoxy-3-
piperazin-1-yl-phenyl)-3-methyl-2-
benzothiophenesulfonamide

SBP: serotonin binding proteir protéine
liant la sérotonine

SCN : suprachiasmatic nucleus noyau
suprachiasmatique

SERT : specific serotonin reuptake
transporter: transporteur de recapture
spécifique de la sérotonine

SOM : somatostatine

SPV : subparaventricular zone zone
subparaventriculaire

TEMPP : N-[3-
(trifluoromethyl)phenyl]piperazine
TGFa :transforming growth factos

TIM :timeless

TPH : tryptophane hydroxylase

TTX : tétrodotoxine

VIP : vasoactive intestinal peptide
peptide vasoactif intestinal



VIPR : VIP receptor= récepteur au VIP
VLPO : ventrolateral preoptic aera aire
préoptique ventrolatérale

VMH : ventromedial nucleus of
hypothalamus: noyau ventromédial de
I’hypothalamus.

VTM : ventral tuberomammilar nucleus
noyau tubéromammilaire ventral

WAY-100635: N-[2-[4-(2-
Methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-2-
pyridinylcyclohexanecarboxamide
WAY-161503: 8,9-Dichloro-2,3,4,4a-
tetrahydro-1H-pyrazino[1,2-a]quin oxalin-
5(6H)-one

ZT : zeitgeber time= donneur de temps
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I. Diurnes ou nocturnes ?

1. L'émergence de la diurnalité chez les Mammiféres

Les données actuelles, obtenues grace aux étutkemfmdogiques, permettent d’estimer que
les plus anciens Mammiferes sont apparus sur Tieyea un peu plus de 200 millions
d’années (MA). L’étude des fossiles de ces Mamrmeffexr permis d’envisager que la majorité
des animaux appartenant a cette Classe éta@attirnes En effet, leurcrdne aux vastes
orbites favorisant la vision nocturne, le développemerd tleis os de l'oreille interne
(malleus, incus et stapes) améliorant I'ouie pppoat aux reptiles, ainsi que lepetite taille
adaptée a I'homéothermie font partie des arguments en faveur de la noatwéndes
premiers MammiferesHartenberger 2001 ; Kielan-Jaworowska et al. 2004i¢colau et al.
2000. Le choix de cette niche temporelle nocturne iamaamment été déterminé par leurs
principaux prédateurs, les Dinosaures, qui euxeBtairés majoritairement des animaux
diurnes, car hétérothermes et donc dépendants dsonece de chaleur extérieure. Les
Mammiferes ont vécu « dans 'ombre » des Dinosapegglant toute I'ere du Mésozoique,
soit prés de 150 MA, jusqu’a I'extinction de cesnilers, lors de la crise Crétacé/Paléocene, il
y a 65 MA. Bien que des indices suggérent que iosrtislammiféeres étaient déja diurnes
pendant le Mésozoique, la diurnalité a réellememé pon essor lors de la radiation
exceptionnelle des Mammiferes, entre —65 et —34 M&s Mammiferes coloniséerent alors
toutes les niches écologiques, donnizhe temporelle diurne A I'heure actuelle, on trouve
sur Terre a la fois des Mammiféres diurnes et moesi Dés lors une question vient a
'esprit : qu’est-ce qui différencie ces deux types de Mammifgs ? Avant de tenter de

répondre a cette question, il faut définir ce qua sliurnalité et nocturnalité.

2. Une tentative de définition

hY

Classiguement, définidiurnalité et nocturnalité revient a dire que les animaux sont
respectivemenéctifs le jour ou la nuit. Habituellement, on mesure cette activité en piaca
un rongeur dans une cage munie d’'une roue en dibcés. L'animal, soumis a un cycle de
lumiéere et d’obscurité (LD), passera une grandégde son temps a courir dans cette roue
pendant sa période d’activité, indiquant sa pré@eour I'une ou l'autre niche temporelle.
Ce type d’analyse comportementale est utilisé delmnigtemps chez les rongeurs nocturnes
dontRattus norvegicugRat ou Rat surmulotiylus musculugSouris ou Souris domestique),

Mesocricetus auratu@Hamster syrien ou doré) Bhodopus sungorugiamster sibérien) (ex.,
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Conn et al. 1990 ; Freeman et Goldman 1997 ; Horehal. 1978 ; Pittendrigh et Daan
1976 ; Weinert et Waterhouse 1998es travaux s'intéressant aux rongeurs diurreg s
moins fréquents, méme si un certain nombre d’espéceété étudiées. On peut les regrouper
en trois Familles :

- Famille des Sciuridés ou Ecureuils qui comprend notammenAmmospermophilus
leucurus(Spermophile-antilope a queue blanclirohl 1983 Spermophilus tridecemlineatus
(Spermophile a treize bandesRefinetti 1995 et Spermophilus citellus(Spermophile
d’Europe ;Hut et al. 1993

- Famille des Octodontidésqui est représentée pactodon DegugDegu du Chili ;Garcia-
Allegue et al. 1999

- Famille des Muridés ou I'on trouveArvicanthis niloticus(Rat du Nil ou Rat roussard du
Nil ; Katona et Smale 1997Arvicanthis ansorgefArvicanthis soudanais ou Rat roussard du
Soudan ;Challet et al. 200 Meriones unguiculatugGerbille mongole Weinert et al.
2007, Rhabdomys pumiligSouris des champs a quatre rayur8shumann et al. 20D%t
Lemniscomys barbaryS$ouris rayée Africainebahmam et al. 2008

On pourrait bien évidemment citer d’autres Mamneigediurnes, mais le cadre de notre étude
restera majoritairement limité a I'Ordre des RongeCependant, il faut garder a I'esprit que
'Homme est une espece diurneainsi que la quasi-totalité des espéces de l©Odbs
Primates Ankel-Simmons et Rasmussen 2008

3. Une dichotomie valable ?

Quand l'activité locomotrice de ces animaux estlymé®, on s’apercoit que la dichotomie
nocturne/diurne n’est pas franche et qu’il exisgerofils d’activités intermédiaires. Chez

les animaux nocturnes, il a été démontré a mairdpsses que leur activité avait lieu
essentiellement durant la nuit. Une étude récerdaamtifié I'activité de roue de quelques
rongeurs nocturnes (Rat, Souris, Hamsters syriaibétien), établissant que cette derniére a
lieu a plus de90% durant la phase nocturne du cycle LRefinetti 200k De plus, leur
activité commence le plus souvent juste apresitietibn de la lumiere et se termine avant ou
au moment ou celle-ci se rallume. Le Hamster sygan exemple, est trés actif en début de
nuit, mais quasiment jamais en fin de nuit.

Les travaux menés sur les rongeurs diurnes sost qgprenants. En effet, au sein d’'une
méme espéce, les individus vont adopter des pmifis ou moins diurnes que I'on peut tenter
de résumer en quatre catégorieg(re 1).
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A. Profil diurne B. Profil crépusculaire diurne
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Figurel : Actogrammes schématigues des différents profils dactivité de roue chez les
rongeurs diurnes placés en cycle LD avec 12 h de lumiére et 12 h dobscurité (LD 12:12).
L'animal est placé dans une cage munie d'une roue ; les tours de roue sont comptabilisés
par blocs de 5 min par le biais d'un systeme d'acquisition. La présentation des données,
comme ci-dessus, constitue un actogramme.

Alors que certains animaux vont adopter un compuete clairement diurne (Figure 1A),
d’'autres vont avoir tendance a étre actifs esdimtient autour des transitions
obscurité/lumiere (aube) et lumiere/obscurité (crépscule) avec une composante diurne
plus ou moins importante (Figure 1B et Q. D’autres individus encore peuvent méme
présenter un profil d’activité de typ®cturne (Figure 1D). De plus, pour les animaux de ces
guatre catégories, la phase maximale d’activité pllis souvent lieu autour des transitions
obscurité/lumiere et lumiere/obscurité, donnant apxofils d'activité locomotrice
(actogrammes) un aspdaimodal, c’est-a-dire avec deux pics d’activité. Certainsguent
alors une activité crépusculaire ».Le Spermophile d’Europe fait office d’exceptionegh
les rongeurs étudiés, puisque son activité estdara la phase de lumiére du cycle IH{ et

al. 1999. Il est important de noter que la bimodalité higss une spécificitée des Mammiféres
diurnes, puisqu®rosophila melanogastgiDrosophile ou Mouche du vinaigre) par exemple,
a également une activité diurne et bimodaehgng 200B Bien entendu, tous les
Mammiféres ne sont pas bimodaux, car des espéopsne le Mouton Qvis arie$ ou le

Cheval Equus caballus ont une activité diurne et unimodal®i¢cione et al. 2006
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Contrairement a la nocturnalité, la diurnalité dasgeurs semble étre un phénomene moins
fortement régulé, car soumis a une certaine plstia vu de ces différents profils. L'étude
de I'activité locomotrice souleve la question deaasi ces espéces seraient crépusculaires

plutét que diurnes et auraient donc une physioldiférente de celles des animaux diurnes.

4. Adaptation aux facteurs environnementaux

Les variabilités inter-individuelles au sein d’'un&me espece compliquent la tentative de
définir diurnalité et nocturnalité. De plus, I'inBnce de$acteurs environnementauxajoute

un degré de complexité supplémentaire. En effelxigte bon nombre de facteurs capables de
déplacer la fenétre temporelle d’activité de I'aaimque celui-ci soit nocturne ou diurne. Par
exemple, chez l'espéce nocturdicrotus montanus(Campagnol des montagnes), les
changements saisonniers de la fonction reprodufiavgations de la quantité de testostérone
en fonction de la photopériode) provoquent cheariékes un« switch »de I'activité de roue
qui devient alors diurneRpowsemitt 1986 Acomys russatugSouris épineuse rousse), une
espéce normalement nocturne, devient diurne loefligutohabite ave@comys cahirinus
(Souris épineuse ou égyptienne), afin d’éviterdenpétition alimentaireLevy et al. 200/
Cesfacteurs écologiquesqu’ils soient d’ordre sexuel ou nutritionnel etnd fondamentaux
pour la survie de l'espéce, influencent fortemeat dhoix de la niche temporelle.
Expérimentalement, en déplacant la fenétre temlpodé&cces a la nourriture pendant le jour
chez des animaux nocturnes, on peut provoquer utchsywartiel de leur activité qui leur
permet d’anticiper I'neure d’accés a la nourrit(e®., Challet et al. 199¥.

Un autre facteur, plus surprenant, est égalemegratide de déplacer la fenétre d’activité d’'un
animal : il s’agit dd’acceés a une rouePour étudier son effet, on observe I'enregistrende
I'activité générale de I'animal, a I'aide de capteinfrarouges ou d’émetteurs implantés dans
'abdomen. Ainsi, chez plusieurs especes diurnasinte le Degu du Chili, le Rat du Nil ou
la Gerbille mongole, I'activité générale est diureie absence de roue. Mais dés que ces
animaux y ont acces, la composante d’activité maet@augmente plus ou moins en fonction
de I'espéce considérée, jusqu’'a l'inversion systéma chez le Degu du ChilF{gure 2;
Blanchong et al. 1999 ; Kas et Edgar 1999 ; Ocar@areés et al. 2005 ; Weinert et al.
2007. L'accés a une roue a tres probablement unilience motivationnelle sur le
comportement de l'animal, mais l'intérét physiolpge du déplacement de sa fenétre
temporelle d’activité induite par un tel facteusteeincompris.

Il apparait au vu de ces résultats que nocturnalitéet diurnalité ne sont pas des

comportements figés, bien que chaque espéce ait upgeférence pour I'un ou l'autre.
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Cette préférence doit étre régulée d’'une maniere od’une autre et pour tenter de la
comprendre, il est inévitable d’étudier I'horloge hologique principale, structure

cérébrale distribuant les informations temporellegythmiques au reste de I'organisme.

Sans
roue

Temps (j)

Avec
roue

Sans
roue

Temps (h)

Figure 2 : Actogramme de /activité générale du Rat du Nil placé en LD 12:12,
Sans acceés a la roue, I'animal a une activité diurne bimodale. L'accés a une roue entrdine
un déplacement de la fenétre d'activité qui devient nocturne. Quand on retire l'acces a
la roue, I'animal retrouve une activité diurne bimodale.

(Dapreés Blanchong et al. 1999)

II. Les rythmes circadiens

1. Découverte de la rythmicité des organismes

En 1729,Jean-Jacques Dortous de Mairanun astronome francais, constate que le rythme
de repli des feuilles de la Sensitiwdifnosa pudicy observé en cycle LD, persiste lorsque
cette plante est maintenue en obscurité const®diy. (Avec cette observation, il est le
premier a mettre en évidence taractere endogénede la rythmicité d’'une fonction
biologique chez des étres vivants. Depuis, unamigité a I'échelle journaliere a été détectée
pour de nombreux phénoménes moléculaires ou pbgsiples chez bien dautres

organismes végétaux et animaux, qu’ils soient gdlitilaires ou unicellulaires.
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2. Définitions et propriétés

La nature endogene des rythmes et leur préseneeucigegrande majorité des espéces de la
biosphere sous-tend le fait que ce caractere aagtemis de génération en génération, car il
devait présenter un avantage évolutif pour les aspeSur Terre, chaque organisme est
soumis aux variations rythmiques de [I'environnemequ’elles soientjournalieres
(alternance lumiere/obscurité) saisonnieres(modifications respectives de la durée du jour
et de la nuit ou des saisons séches et pluvieudes)changements dynamiques de quantité de
lumiére, de température ou d’hygrométrie nécessiggie I'organisme s’'adapte afin d’étre
préparé au mieux aux nouvelles conditions de ltemviement. La rythmicité endogene
générée par ce que l'on peut nommer urmrioge » permet justement cette adaptation.
Ainsi, grace a cette horloge, I'organisme va pouvd@ie en phase avec les changements
environnementaux (synchronisation externe) et \suras le maintien de la coordination
temporelle entre les diverses fonctions physiologgy(synchronisation interne).
Au sein de I'organisme, il existe différents typksrythmes. Celui auguel nous attacherons le
plus d'importance est lié au rythme journalier tBatance lumiere/obscurité d’'une période de
24 h. On le nomme rythmarcadien (du latincirca : environ etdies: un jour), car il a une
période proche de 24 h (comprise entre 21 et 28 h).
Chez les rongeurs, I'un des rythmes circadiens lls @tudié est laythme d’activité
locomotrice, précédemment évoqué. Ce rythme présente unenat® entre phases
d’activité et de repos. Quand I'animal est soumisnacycle LD, la période du rythme est
d’exactement 24 hHgure 3). En I'absence d’un Zeitgeber (en DD par exemés) animaux
sont enlibre-cours, c’est-a-dire que leur rythme d’activité locomotrin’est plus synchronisé
a la période du Zeitgeber (24 h en cycle LD), nexigrime uneériode endogénenommeée
tau (t), qui sera comprise entre 21 et 28 h en fonctmhaspéce considérée. On peut diviser
cette période en deux parties dont la significatlifférera entre animaux diurngsSigure 3A)
et nocturnesHigure 3B) :

- Lejour subjectif correspond respectivement a la phase d’activiteetpos chez les

especes diurnes et nocturnes.
- Lanuit subjective correspond respectivement a la phase de repdactividé chez les
especes diurnes et nocturnes.

La durée de ce rythme endogéne peut égalememdrmégour circadien, divisé alors en
heures circadiennes, pour lesquelletetaps circadien(CT) CTO correspondra au début du
jour subjectif elCT12 au début de la nuit subjective.
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A. Rongeur diurne B. Rongeur nocturne
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Figure 3 : Rythme dactivité locomotrice dun rongeur diurne (A) et dun rongeur
nocturne (B).

Les animaux sont d'abord soumis a un cycle lumiere/obscurité (LD) pour lequel leur
activité est synchronisée a une période de 24 h. Ils sont ensuite placés en obscurité
constante (DD) et leur activité locomotrice est en libre cours (période > 24 h).

ZT : temps «zeitgeber » ; CT : temps circadien.

3. Les autres rythmes

Hormis les rythmes circadiens définis précédemmibrexiste deux autres catégories de
rythmes que nous n’étudierons pas par la suite.
- Lesrythmes ultradiens: leur période est trés inférieure a 24 h. On petar les
rythmes des battements cardiaques ou de déchagedmnes.
- Lesrythmes infradiens : leur période est tres supérieure a 24 h. Paumji@n trouve

le cycle menstruel ou le rythme d’hibernation.

III. L'horloge circadienne principale : les noyaux
suprachiasmatiques

1. Qu'est-ce qu'une horloge ?

Il est indispensable avant toute chose, de ddérionceptd’horloge biologique. Pour qu’un
systeme soit considéré comme une horloge, cingrestdoivent étre respectes.
- Une horloge doigénérer des rythmes endogénes (circadiens). En d’autresete en

'absence d’informations temporelles extérieures, rythmicité circadienne doit
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persister ce qui la difféerencie de la rythmicitérjoaliere qui disparait en I'absence de
ces informations (car non contrélée par une hojloge

- Une horloge doit étre capable plercevoir des informations externes ou internes et de
les intégrer a son propre fonctionnement rythmique. Ainsi, @@t pouvoir étre
synchroniséea une période imposée par des facteurs environmmame nommés
Zeitgebers(ZT de l'allemand « donneur de temps »), commeytdecLD qui impose
aux rythmes une période d’exactement 24 h.

- Une horloge doit pouvottistribuer un message rythmique au reste de I'organisme.

- Une horloge doit répondre au critereaenpensation thermiquequi permet d’éviter
gue les variations de température extérieure inflger la vitesse de fonctionnement
des mécanismes de I'horloge.

- Enfin en I'absence de cette horloge, les rythdeeBorganisme doivent étabolis.

Les systemes qui ne remplissent pas toutes cestiomsdseront considérés comme des

oscillateurs

2. Localisation de I'horloge

Chez les Mammiferes, le siege de I'horloge circaée principale a été déterminé pour la
premiere fois en 1972 par une approche lésionngilesi, deux équipes ont montré la méme
année que la lésion dune région hypothalamique traen nommée noyaux
suprachiasmatiques (SCN ; Figure 4), provoque la perte du rythme de sécrétion de
corticostérone Nloore et Eichler 197R ainsi que des rythmes d’activité locomotricedet
prise hydrique $tephan et Zucker 19)/2

Mais un autre argument est venu définitivement peogue les SCN sont assurément le siege
de I'horloge circadienne principale. Un greffon 8€N, obtenu chez dd$amsters syriens
mutants tau (dont les homozygotes ont une période d’enviromR@st transplanté chez des
Hamsters syriens de type sauvage, rendus arythmjpreune lésion bilatérale des SCN. Les
Hamsters syriens de type sauvage possédant l@mgretipriment alors un rythme d’activité
locomotrice d’'une période d’environ 20 R4lph et al. 1990 Ce résultat indique que la
période endogéne du donneur est transmise aursdsil’horloge du receveur, imposant une

rythmicité globale a I'organisme.
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Figure 4 : Activité locomotrice de I'Arvicanthis soudanais aprés /ésion des SCN.
L'animal a une période supérieure a 24 h avant la Iésion. Apres Iésion des SCN, le rythme
circadien de l'activité locomotrice dispardit, 'animal est arythmique.

(Cuesta et Challet, non publié)

3. Organisation cellulaire des SCN

a. Anatomie des SCN

Les SCN constituent une petite structure paireésitdans I'hypothalamus au-dessus du
chiasma optiqueF{gure 5). A titre d’exemple chez le Rat, cette structuresare environ 900
pum de long selon I'axe rostro-caudal, 400 um dé kelon I'axe dorso-ventral et 425 um de
large selon I'axe médio-latéraVén den Pol 1980 Les neurones suprachiasmatiques sont les
plus petits de I'hypothalamus (corps cellulairesde10 um de diamétréd/an den Pol 1991

et sont au nombre d’environ 16000.
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Figure 5 : Localisation des SCN.

A gauche est représentée la section coronale d'un cerveau de Hamster syrien au niveau
des SCN marqués au violet de Crésyl. A droite se trouve un agrandissement de la région
comprenant les SCN, adjacents au troisieme ventricule (3V) et au-dessus du chiasma
optique (OC).
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b. Composition neurochimique des SCN

Les analyses cytochimiques réalisées sur diffésertpeces de rongeurs nocturnes (Rat,
Souris et Hamster syrien) ont permis de délimiendrégions principalesiorsomédiale(ou
shell) et ventrolatérale (ou core; Figure 6. Evidemment, il s'agit d’'une délimitation
globale : d'une part, les SCN sont formés d’ausabdivisions et d’autre part, il existe
nombre de petites différences interspécifigudsr{n et al. 2006 ; Morin et Allen 2006
Cette séparation en deux régions principales aréafisée sur la base du contenu en
neuropeptides des neurones qui les composent. rtia darsomédiale est riche en neurones
exprimant lavasopressine(AVP), alors qu’on trouve beaucoup de neuronesiedmt le
peptide vasoactif intestinal (VIP) au niveau de la zone ventrolatérdieo(lye et Shibata
19949). Il existe d’autres neuropeptides ayant une r@isation plus ou moins marquée,
comme le gastrin releasing peptide (GRP) qui estoplsitué au niveau ventral, la
somatostatine (SOM) qui est plutot localisée aweaivcentral, la prokinéticine 2 (PK2), la
neurotensine, la thyrostimuline, la neuroméding & substance Rrouye et Shibata 1994 ;
Masumoto et al. 2006 ; Mori et al. 2005 ; Piggins a&. 2001b ; Reuss 1996 ; Watts et
Swanson 1987 En plus de ces neuropeptides, deux neurotrateumgtsont largement
distribués dans les neurones des Si¢jde y-aminobutyrique (GABA) et le glutamate

qui sont respectivement inhibiteur et excitate@kgmura et al. 1989 Enfin, d’autres
molécules sont exprimées dans les SCN, commetindate (protéine liant le G§, dont la
distribution montre de grandes variations intergjges Silver et al. 1996h

Région dorsoventrale
exprimant I'AVP : A

SCN

droit © GRP

= SOM

Région ventrolatérale
exprimant le VIP : @

Figure 6 : Schéma simplifié de la subdivision et du contenu en neuropeptides des SCN.

3V: 3°™ ventricule ; AVP: vasopressine; VIP: vasoactive intestinal peptide; GRP:
gastrin-releasing peptide ; SOM : somatostatine.
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L’étude de la distribution des deux principaux ogaptides dans les SCN a également été
réalisée chez plusieurs espéces de rongeurs diler2egu du ChiliGoel et al. 1999 le Rat

du Nil (Smale et Boverhof 1999'Arvicanthis soudanais@ardente et al. 2004 la Gerbille
mongole Mikkelsen et Mgller 1988et plusieurs especes de SpermophiRRsués 1989 ;
Smale et al. 1991La méme régionalisation pour le VIP et I'AVP té éetrouvée pour toutes
ces especes, sauf pour la Gerbille mongole ou I'AéPRait plutbt située dans la région
ventromédiale des SCN. Dans les SCN, une étudealgsnes a calbindine, réalisée chez le
Rat du Nil, a montré des difféerences mineures gaalgur localisation et leur nombre en
comparaison avec ceux trouvés chez le Raihpney et al. 2000

Il apparait que la structure anatomique et la compsition en neuropeptides des SCN
n'apporte pas d’éléments essentiels pouvant expligu ce qui différencie animaux

diurnes et nocturnes.

4. Genese des oscillations circadiennes

a. Découverte des genes horloges

Alors que la localisation de I'horloge a été détedm il y a plus de 35 ans, il a fallu attendre
la fin des années 90 pour commencer a percevogua#e maniere étaient engendrées les
oscillations circadiennes chez les Mammiféres, ggrdada découverte degenes horloges
Aprés quelques années de travaux chez les rongeurapdele d’autorégulation génique fut
proposé $hearman et al. 200Qkpuis mis a jour plus récemmer€d et Takahashi 2006
Dans ce concept, des élements positifs permetiemnamscription de genes horloges. Ceux-ci
apres avoir été traduits, vont alors jouer le ddéments négatifs en inhibant les éléments
positifs. Dans les SCN, les oscillations circades)rd’une période d’environ 24 h, sont donc
dépendantes de deux boucles principales de rétnadlune positive et I'autre négative
(Figure 7).

L’implication des genes horloges a été principaleinmise en évidence par le biais des
mutations. Par la suite, avant d’expliquer le rd& chaque acteur, nous présenterons les
données obtenues grace a I'étude des mutants ocanteles modifications de I'activité

locomotrice induites par l'invalidation des difféte genes horloges.
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Figure 7 : Mécanismes moléculaires permettant la genése doscillations circadiennes
dans une cellule des SCN
Les génes sont indiqués en /taligue et les protéines en MAJUSCULE. Les éléments de la
boucle positive principale CLOCK/BMAL1 (en rouge) activent la transcription des génes
contenant une Egox. Parmi eux on trouve les éléments de la boucle négative principale
PER/CRY (en bleu) qui une fois traduits en protéines vont inhiber leur propre
transcription.
Les acteurs formant la boucle secondaire (REV-ERB et ROR, en vert) permettent une
stabilisation des oscillations circadiennes via leur action sur Bmall. CKle (en vert)
phosphoryle PER, ce qui permet de contrdler de maniére temporelle, du moins
partiellement, I'interaction de PER avec CRY et la translocation nucléaire. DEC (en vert)
a également un réle inhibiteur sur la transcription des genes contenant une Egox.
(Daprés Ko et Takahashi 2006)
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b. La boucle positive : CLOCK et BMAL1

Clock (circadian locomotor output cycles kaput) estrenger gene horloge a avoir été cloné
chez les MammifereK{ng et al. 1997 a partir de mutants obtenus en 1994 par mutagenes
chimique Yitaterna et al. 1994 Les Souris mutantes po@iock ont une période endogene
plus longue que celles des Souris sauvages (~24uleljes soient hétérozygotes (~25 h) ou
homozygotes (~27 h). De plus, les Souris homozggpteirClock deviennentrythmiques
aprés quelgues semaines d’obscurité constanteni$sant un argument en faveur de
'importance de ce géne dans la genése des omxiadans les SCN.

Bmall (brain and muscle aryl hydrocarbon receptor nudieanslocator-like protein 1) a été
identifié pour la premiere fois en 199%kdda et Nomura 1997 Une autre équipe l'a
également mis en évidence, sous le mop3,'année suivanteHogenesch et al. 1998 es
Souris mutantes pour ce géne présentent une atérde la synchronisation en LD et
devienneniarythmiques dés gu’elles sont placées en DBufiger et al. 2000 De plus, on
constate chez ces Souris une diminution de I'détiyénérale.

Les protéinesCLOCK et BMAL1 qui sont desfacteurs de transcription forment les
éléments positifs de la boucle de rétroaction. dees protéines possédent chacune un site de
liaison protéine-protéine nomme&AS (Per-ARNT-SIM) et peuvent donc former un
hétérodimere Ce dernier peut entrer dans le noyau de la eeldl se lier, grace aux
domainesbHLH (basic Helix-Loop-Helix), a une séquentgox (CACGTG) du promoteur
gue possedent plusieurs genes. Cette liaison petorst’activation de la transcription des
genes de la boucle négative ainsi que des gené®lésnpar I'horloge (CCG Gekakis et al.
1998 ; Hogenesch et al. 199&igure 7).

Les oscillations de ces deux genes horloges onétéidiées a la fois chez des animaux
nocturnes (Rat, Souris et Hamster syriddbe et al. 1999 ; Honma et al. 1998 ; Oishi et al.
2000 ; Tournier et al. 2003et diurnes (Arvicanthis soudanais et Moutdbagldelas et al.
2003 ; Lincoln et al. 2002 en LD ou en DD selon le cdsARNm de Bmall est exprimé
rythmiquement dans les SCN avec umaximum d’expression en milieu de nuit
(subjective) Des données, obtenues uniquement chez les anine&trnes, montrent que la
protéine BMAL1 oscillerait dans les SCN avec un picfiende nuit (Tamaru et al. 2000ou
endébut de jour (Maywood et al. 2003 Dans les SCN, les niveaux &RNm de Clock et

de saprotéine ne présenterpias d’'oscillationschez les animaux nocturnddgywood et al.
2003 ; Shearman et al. 1999 ; Tournier et al. 20G&auf chez le Hamster syrien placé en
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photopériode courte. Chez le Mouton par contiadpln et al. 200 TARNm de Clock est

rythmique avec umaximum observé a la transition jour-nuit.

c. Laboucle négative : PER et CRY

Les geneder (period) ont été identifiés par homologie de ségeeavec le géne du méme
nom cloné chez la drosophilRdddy et al. 1984 lls sont au nombre de troiBerl, Per2 et
Per3 (Shearman et al. 1997 ; Sun et al. 1997 ; & gkal. 1998)La période circadienne des
mutantsPerl homozygotes est plus courte et moins stable (~BR.@ue celle des Souris
sauvages (~23.7 h). Cependant ils restghimiques en DD Cermakian et al. 2001 ; Zheng
et al. 200). Quant aux mutantBer2, leur période endogene est encore plus courte 1492.
et ils deviennenarythmiques dans un délai de 2 a 18 joursine fois en DD Rae et al.
2001 ; Zheng et al. 1999 'invalidation dePer3 n’a par contre aucun effet visible d’'un point
de vue comportementalSiearman et al. 200DalLes doubles mutant®erl/Per2 sont
immédiatemenarythmiques en DD ¢heng et al. 2001 alors que les mutanBerl/Per3ou
Per2/Per3présentent le méme type d'altération que les Saurtantes pouPerl ou Per2
(Bae et al. 2001
Les gene<ry (cryptochrome) sont au nombre de deGxyl et Cry2. D’abord considérés
comme des photorécepteurs impliqués dans la symiclatemn photiqueNliyamato et Sancar
1998, ils ont rapidement révélé leur role d’acteurasiies oscillations circadienndsuime et
al. 1999 ; Okamura et al. 1999 ; Van der Horst tl®99. L’invalidation des gene€ryl et
Cry2 provoque respectivement un raccourcissement (4225 un allongement (~24.6 h) de
la période d’activité locomotrice quand les animaoxt placés en DD/én der Horst et al.
1999 ; Vitaterna et al. 1999Par contre, les doubles muta@ig/1/Cry2sont immédiatement
arythmiques lorsgu’ils sont soumis aux conditions d’obscugtinstante \(an der Horst et
al. 1999.
Des expériences ont également été menées sur dastsnpiour un ou plusieurs des geRes
et un ou plusieurs des gern@gy (Oster et al. 2002 ; 2003a ; 2008b
- Les Souris doubles mutanBerl/Cryl sont rythmiques en DD avec une période
endogéne proche de celles des Souris sauvagesésidmts sont semblables a ceux
trouvés pour les mutanBerlouCryl
- Les doubles mutant®erl/Cry2 présentent une rythmicité perturbée en LD et
deviennentarythmiques en DD a partir de I'dge de 6 a 12 mois.
- Les doubles mutantPer2/Cryl sont immeédiatemenarythmiques quand ils sont
placés en DD.
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- De maniére surprenante, les doubles mutaat8/Cry2présentent une restauration de
la rythmicité au niveau comportemental et molécalaies animaux sont donc
rythmiques en DD alors que les mutants p&er2ne le sont pas.

- Les différentes combinaisons de triples mut&d@set Cry sont tousarythmiques en
DD ce qui signifiequ’'un seul des gene®er ou Cry est insuffisant pour assurer la
rythmicité circadienne au sein des SCN.

Les protéines PER et CRY dont la production est activée par [I'hétérodimere
CLOCK/BMALL1 forment les facteurs négatifs de la bleude rétroaction. Ces deux types
d’éléements peuvent formetusieurs hétérodimeres PER/CRYdifférents en se liant via leur
domaine PAS Ces complexes pénétrent dans le noyau des celtlénteragissent avec
CLOCK/BMAL1, ce quibloque la transcription des génes contenant unegbx et a donc
uneaction inhibitrice sur leur propre transcriptioBée et al. 2000 ; Lee et al. 199%igure

7). De plus, comme nous le verrons par la suite, /EBR a également unaction
activatrice sur la transcription dBMAL1 via l'inhibition de la transcription d'un des
genes des boucles secondaiResy-erla (Preitner et al. 200R

Dans les SCN des especes nocturnes (Rat, Soutanetter syrien) et diurnes (Spermophile,
Rat du Nil, Arvicanthis soudanais et Mouton), lexitbations des niveaux d’ARNm des
différents geneder et Cry sontsimilaires (Albrecht et al. 1997 ; Caldelas et al. 2003 ;
Horikawa et al. 2000 ; Kume et al. 1999 ; Lambettad 2005 ; Lincoln et al. 2002 ;
Mrosovsky et al. 2001 ; Novak et al. 2006 ; Okaneiral. 1999 ; Shearman et al. 1997 ; Sun
et al. 1997 ; Tournier et al. 2003 ; Yan et al. 99 ’ARNm de Perl présente des valeurs
maximalesen début ou en milieu de jour (subjectif) ARNmM de Per2 est a son niveau
maximum entoute fin de jour (subjectif) comme ceux de&Cryl. Pour Cry2, alors que
certains travaux démontrent que son ARNm a \ddsurs maximales en debut de nuit
(subjective) chez les rongeurs nocturngdkémura et al. 1999et diurnes Caldelas et al.
2003, d’autres on relevé une absence de rythmicite td® espéces nocturnégune et al.
1999.

Il existe un certain nombre de travaux concernemplotéines PER et CRY chez les animaux
nocturnes. Par contre, les données obtenues clezolgeurs diurnes sont trés peu
nombreuses, seules deux études portant sur leuntes protéinePER1 et PER2 dans les
SCN ont été publiéesMendoza et al. 2007 Ramanathan et al. 20D6Les niveaux
d’expression de ces deux protéines atteignentneximum endébut de nuit, comme ceux
des rongeurs nocturneBié¢ld et al. 2000 ; Nuesslein-Hildesheim et al. @Q(GBumova et al.

2002 ; Tamaru et al. 20Q0Les niveaux maximaux d’expression@BY1 et deCRY2 chez
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les especes nocturnes ont lieutente fin de jour et pendant Igpremiére moitié de la nuit
(Kume et al. 1999 ; Miyamoto et Sancar 1998 ; 1999

Malgré le nombre réduit de résultats obtenus chezb espéces diurnes, il apparait que les
mécanismes permettant la genese des oscillationgcadiennes dans les SCN sont

similaires entre animaux diurnes et nocturnes.

d. Les boucles secondaires : REV-ERB et ROR

En 2002, un nouvel acteur circadien du nomRéw-erla (également appeldR1D1)a été
identifié (Preitner et al. 200R Il s’agit d'un facteur de transcription qui fait partie de la
famille des «récepteurs orphelins nucléaires »guet se lie sur des séquences d’ADN
nommeeRORE (retinoic acid related orphan receptors respolesaant).

Chez les Souris dont le geRev-erla a été invalidéBMALL est surexprimé de maniere
constitutive dans les SCN. Par contre, I'expressiorPde2 et celle deCry2 restent quasiment
similaires a celles des Souris sauvages, ce quigx@liquer lemaintien de la rythmicité en

DD avec toutefois, une période d’activité loconu#riplus courte. Par conséqueREV-
ERBa est un facteur régulamégativementl’expression deBmall, lui conférant ainsi un
rythme d’expressionFgure 7). Autrement dit, REV-ERB servirait de lien entre les boucles
positive et négative.

L’expression d&’ARNm de Rev-erla oscille dans les SCN, avec un pic ag#but de jour
subjectif chez les especes nocturnBseftner et al. 2002 ; Onishi et al. 2002 ; Uedaadt
2002 et enmilieu de jour subjectif chez I’Arvicanthis soudanai$lendoza et al. 2007

Il existe également un gerRRev-erlpf (NR1D2J, dont la protéine est capabdénhiber la
transcription ddBmall (Guillaumond et al. 2005 Son action est donc redondante de celle de
Rev-erla (Liu et al. 2008. Dans les SCN, son niveau d’expressionnggtimum en milieu

de jour subjectif (Guillaumond et al. 2005 ; Preitner et al. 2002

Une autre famille de « récepteurs orphelins nu8at, se liant également sur les séquences
RORE, est impliquée dans la régulation de BMALL s’agit de la famille des géendgor
(Sato et al. 2004b On en dénombre troiRora, Rors etRory.

Les Souris knock-out pour le gemora ou les mutants dits « staggerer » présentent une
ataxie cérebelleuse. Malgré cela, les enregistresvdactivité locomotrice montrent que ces
Souris restentythmiques en DD avec ungériode endogene plus courtejue celle des
Souris sauvages. De pluexpression de Bmall est sérieusement réduitgSato et al.
2004b ; Steinmayr et al. 1998Les Souris mutantes pour le gdd@p ou « vascillans » sont
de petite taille, aveugles et ont un faible tonuscalaire. Elles restemythmiques en DD
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avec unepériode endogene plus longuque celle des Souris sauvagésidré et al. 1998
Quant aux mutantRory, ils présentent notamment un développement anodeslorganes
lymphoides. lIs restent égalemeythmiques en DD avec ungériode endogene similaireé
celle des Souris sauvagésu( et al. 2008.

Rora (NR1FJ) est expriméubiquitairement dans I'organismeAkashi et Takumi 2005La
diminution d’expression dBMAL1 chez les Souris mutantes pour ce géene suggeteaqurii
rble activateur sur la transcription d8mall (Sato et al. 2004b Figure 7). De plus, la
transcription deRoro serait activee par le dimere CLOCK/BMALL1 via ungsk Concernant
son expression rythmique dans les SCN, les seweaségs obtenues proviennent d’une
espéce nocturne, la Souris, chez laquelle on troesvaleurs maximales en fin de jour
subjectif (Ueda et al. 200

Rorp (NR1F2 est exprimé uniquement dans le cerveau et phetiement dans les SCN de
maniere rythmique avec unmaximum en milieu de jour subjectif (Sumi et al. 2002 Son
réle serait redondant de celui Rera (Ko et Takahashi, 2006

Rory (NR1F3 n’est exprimé que dans les tissus périphériquemterviendrait dans les
oscillations circadiennes pour réguler 'amplitudee BMAL1 (Guillaumond et al. 2005 ; Liu
et al. 2008.

Il apparait que les différentes protéines REV-ERBROR modulent la transcription de
BMAL1, mais ne sont pas indispensables a la gedesa rythmicité circadienne dans les
SCN (iu et al. 2008. Ces protéines auraient plutdt uble stabilisateur en maintenant
notamment deortes amplitudes des oscillations des genes horloges, assuranit @mnes
meilleure réponse aux stimuli synchroniseurs quésraborderons ultérieurement (voir V.).

De plus ces protéines réguleraient égalementradrgption des CCG.

e. Les autres acteurs

Hormis les acteurs principaux et secondaires éwairglessus, il existe encore d’autres
molécules qui interviennent dans la régulation aksllations circadiennes aux niveaux pré-
et post-traductionnels.

DEC1 (differentiated embryo chondrocyte protein) BEC2 sont desfacteurs de
transcription a domaines bHLH et PAS. Leurs ARNm sont exprimdsmiquement dans
les SCN avec umaximum en début de jour subjectifet le phénotype des Souris mutantes
pour ces deux genes ne sempbes altéré (Grechez-Cassiau et al. 2004 ; Honma et al.
2002). Les protéines DECinhiberaient la transcription des génes controlés ar
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CLOCK/BMAL1 , soit par une interaction directe avec ce dim&od, indirectemenvia une
compétition au niveau degsx (Hamaguchi et al. 2004 ; Sato et al. 2004&gure 7).

CKl ¢ (Caséine Kinaseg) et CKI & sont deux protéines interagissant avec les moresmer
PER1 et PER2Lowrey et al. 2000 ; Takano et al. 2000 ; Vielhakéral. 2000. Ces deux
enzymes agissent au niveau post-traductionngbresphorylant PER1 et PER2,ce qui
conduit a la dégradation de ces derniers, ains gue rétention cytoplasmique ou a une
facilitation de leur entrée dans le noyau selorcds. PER1 et PER2 ne pourraient pas
s’accumuler dans le cytoplasme tant que les nivedgixes deux protéines ne sont pas
suffisamment élevés pour dépasser la capacité dsppbrylation des caséine kinases
(Okamura et al. 2002 A titre d’exemple, la mutation tau, énoncée pdamment et
découverte chez le Hamster syrien, s’est réveléeugle mutation du géne codant pour €KI
(Lowrey et al. 2000 Cette protéine mutée ne jouerait plus son rélplibsphorylation, ce qui
provoquerait une forte accumulation cytoplasmiged”&R qui entrerait alors plus tot dans le

noyau, entrainant ainsi une période endogéne plusec

5. La rythmicité circadienne au sein des SCN

Le message rythmique élaboré dans les Si@aNes oscillations des genes horloges va ensuite
étre distribué au reste de I'organisme. Au sein mées SCN, on constate la rythmicité de
nombreux parameétres comme l'utilisation de gluctaetivité électrique des neurones, ainsi
gue la synthése des ARNm et des protéines codamt qastains neuropeptides, et autres

molécules.

a. Activité métabolique

L’activité métabolique a été le premier parametrentrant que les SCN fonctionnent de
maniere rythmiqueSchwartz et Gainer 197.7La méthode du 2-désoxyglucose radioactif a
permis de révéler gu'il existait unythme de consommation de glucosehez le Rat
présentant umaximum durant le jour. Quelques années plus tard, avec la méme méthode,
Schwartz et coll. mirent en évidence que la phasg/ithme de consommation de glucose est
similaire chez le Rat et deux especes diurnes, le Greis(silvestri et le Singe écureuil
(Saimiri sciureus Schwartz et al. 19§3Une autre étude démontre la présence d’'un rythme
similaire a celui du Rat pour le Hamster syrienjsmane absence de rythmicité chez le

Spermophile a treize bandes, une autre especeediloond et Gibbs 1982
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b. Activité électrique

La démonstration de la rythmicité circadienne @etlvité électrique a été réalisée chez les
espéeces nocturnega des enregistrements unitaires et multi-unitaiegs,conditionin vivo
(Meijer et al. 1997, in vitro sur tranches hypothalamiqud®rdsser et Gillette 1989 sur
cultures organotypique8¢lenky et al. 1996ou sur culture de cellules dissociédge(sh et

al. 1995. Plusieurs informations ressortent de ces étuelesmierement, les enregistrements
in vitro mettent en avant la capacité des neurones supsacaiiques de produire @auto-
entretenir des oscillations circadiennes. Ainsi, chaque neirpeut étre considéré comme
unecellule-horloge autonomgWelsh et al. 1995 Deuxiemement, les enregistrements multi-
unitaires ont permis d’établir la présence diythme de décharge spontané des neurones
avec unmaximum pendant le jour chez un rongeur nocturne, le Rat (Meijer et aB7)9
mais également chez un rongeur diurne de la FadeeSpermophile€(tamias Sibiricus ;
Sato et Kawamura 1984Ce rythme est considéré comme woetie de I'horloge car |l
disparait en présence de tétrodotoxine (TTX, blagdes canaux Njx Toutefois quand cette
toxine est retirée, ce rythme réapparait a la peagapolée avant I'arrét de la manifestation
rythmique di a la TTXSchwartz et al. 198§7La rythmicité électriqgue ne participe donc pas
a la genése des oscillations, mais est sous cerdsd genes horloges. Cette corrélation n’est
pas encore clairement établie, cependant, les génds Cry2 et Perl seraient impliqués
(Albus et al. 2002 ; Quintero et al. 2003

c. Les genes contrélés par I'horloge (CCG)

Les genes contrblés par I'horloge sont des genasnegs dans les SCN, dont la transcription
est activée, directement ou indirectement, par CKBMALIL. Ills ne sont néanmoins pas
impliqués dans la genese des oscillations, matétplians la transmission de la rythmicité.

Le géne codant polfAVP fait partie des CCG. Il posséde ungy&(Jin et al. 1999 et son
expression est donc régulée de maniere circadiave® unpic ayant lieu en milieu de jour

en LD et en DDchez les rongeurs nocturnes et diurrieardente et al. 2004 ; Jin et al.
1999 ; Uhl et Reppert 1986Cependant, le role circadien de I'AVP reste nméeo Il serait
notamment impliqué dans leégulation circadienne de la prise hydrique car une
élimination sélective des neurones a AVP abolityteme {/an Esseveldt et al. 20p(MDe
maniere surprenante, chez les doubles mut@atd/Per2qui sont arythmiques, le rythme
d’AVP dans les SCN subsiste avec un maximum eremilie jour, comme chez les animaux

sauvages\(an der Veen et al. 2008
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Le DBP (albumin D-element binding protein) est un aut@ne possédant unegdx
(Ripperger et al. 2000 D’abord identifié dans les tissus périphériqulea,ensuite été mis en
évidence comme rythmique dans les SCN avec unypieesant en milieu de jour chez la
Souris [opez-Molina et al. 1997DBP est un facteur de transcription apparteadatméme
famille que FOS et JUNMueller et al. 199D Le réle circadien de cette protéine reste

toutefois a déterminer.

d. Le cas du VIP

L’étude des oscillations du géne codant pourli¢ au sein des SCN a conduit a des résultats
controversés. En effet, chez le Rat, on trouveryihme journalier en LD avec un pic
survenanpendant la nuit. Cependant, cg/thme disparait en DD et I'expression du VIP est
alors constitutiveTakahashi et al. 1989 ; Van Esseveldt et al. 2000ez le Hamster syrien,
I'expression du VIP n’est pas rythmique, méme en(DDncan et al. 2001 Le VIP ne serait
donc nécessaire ni a la génération des oscillatitams les SCN, ni a la transmission du
message rythmique hors des SCN. Néanmoins, latisituast différente chez la Souris et
I’Arvicanthis soudanais, un rongeur diurrizafdente et al. 2004 EnLD, il existe un rythme
d’expression de 'ARNm déaible amplitude présentant utmaximum en début de nuit
pour les deux especes. B, ce rythme persisteavec la méme phase, mais avec une forte
amplitude chez la Souris et une faible amplitudezdiArvicanthis soudanais. Chez ces deux
especes, le VIP pourrait donc peut-étre agir commeéCCG. Une étude réalisée chez des
Souris mutantes pour le récepteur du VIP (VIPR) erettvidence une arythmicité de leur
activité locomotrice Mlaywood et al. 2006 Cependant, en étudiant individuellement les
neurones des SCN, les auteurs ont remarqué qeitsedraient rythmiques. LéIP serait

donc indispensable a la synchronisation des neurosisuprachiasmatiques entre eux

e. Les autres peptides

Il existe un certain nombre de peptides dont I'egpion est rythmique au sein des SCN, mais
nous ne dresserons pas ici une liste exhausticeweci.

La rythmicité circadienne diiGFa (transforming growth factoa) a été mise en évidence
dans les SCN du Hamster syrien et de la SoHmanger et al. 2001 ; Tournier et al. 2007
Son ARNm présente desleurs maximales durant le jour De plus, unénfusion de TGFu
dans le troisieme ventriculahibe l'activité locomotrice de maniére réversible. Cet effet
passerait par le récepteur du T&GEar des Souris mutantes pour ce récepteur pefgeunte

activité diurne anormalement élevéee peptide serait donc responsable de l'inhibition

31



diurne de l'activité locomotrice. Cependant, une étude menée chez un rongeur diurne
I’Arvicanthis soudanais, va a I'encontre de cetgpdihese Tournier et al. 200¥. En effet,

les valeurs maximalesdu rythme d’expression de ce gene survienpendant le jour en

DD, comme pour la Souris et le Hamster syrien, alotsmuD, son expression estevée et
constitutive. De plus, un créneau de lumiere, appliqué pentiambur chez ces animaux
placés en DD, a un effet activateur sur I'exprassie TGk Ce peptide ne serait donc pas
responsable de la régulation de I'activité locomoice chez cette espéce diurne.

La PK2 aurait le méme effet que le Té&FElle est présente dans les SCN de maniéere
rythmique avec un maximum en début de jour cheolaris et une espece diurne, le Rat du
Nil (Cheng et al. 2002 ; Lambert et al. 200Be plus la présence des récepteurs a la PK2
(rPK2) a été démontrée dans les SCN de ces deexesspambert et al. 2005 ; Masumoto et
al. 2006. Une infusion de PK2 durant la nuit subjectiviiloe I'activité locomotrice Cheng

et al. 2002, ce qui suggere une régulation de I'activité lnotrice. Les effets d’'une telle

infusion restent néanmoins a étudier chez une egqtiame.

La majorité des résultats obtenus concernant les 9Cet leur fonctionnement rythmique
sont similaires entre espéces nocturnes et diurneSeci suggére que les mécanismes qui

régulent ces caracteres sont situés en aval de litage circadienne principale.

IV. Sorties de l'horloge circadienne principale

1. La distribution du message circadien

Les signaux circadiens générés par les SCN saméria au reste de lI'organisme par deux
voies majeures. La premiéere estvl@ie neuronalequi utilise la transmission synaptique. La
seconde utilise laoie humoralevia la sécrétion paracrines de molécules, qui diffusans

le liquide céphalo-rachidien et/ou les vaisseaungsens cérébraux. Par le biais de ces voies,
les SCN sont capables de réguler notamment I'étieicomotrice (voir I.) et le taux de
certaines hormones, comme la mélatonine ou lacostérone. Aprés avoir mis en évidence
les différentes voies de transmission du signaladien, nous étudierons quelques exemples
de sorties régulées par les SCN, mais nous noutedons aux données obtenues a la fois
chez des animaux diurnes et nocturnes.

De maniére surprenante, le champ des projectionsie@rones suprachiasmatiques est assez

restreint et se limite essentiellement a des strestde I'hypothalamus. Ces connexions
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nerveuses ont été mises en évidence par l'utdisafiimmunomarquages pour I'AVP et le
VIP ainsi que par des techniques de lésion ou dejuage Yan Esseveldt et al. 2000
Figure 8).

G
N\

Tissus
périphériques

Figure 8 : Réseau neuranatomique des efférences des SCN
Les structures sont innervées par les SCN de maniere directe (fleches rouges) ou
indirecte (fleches noires). BNST : noyau du lit de la strie terminale; DMH : noyau
dorsomédial de [I'hypothalamus; GCS: ganglion cervical supérieur; IGL: feuillet
intergéniculé latéral ; IML: colonne intermédiolatérale; MPN: aire préoptique
médiane ; PVN : noyau paraventriculaire hypothalamique ; PVT : noyau paraventriculaire
thalamique ; LS: septum latéral; SCN: noyau suprachiasmatique; SPV: zone
subparaventriculaire ; VMH : noyau ventromédial de I'nypothalamus.

(Daprés Kalsbeek et Buijs 2002)

Chez les rongeurs, les projections les plus impteta aboutissent dans laone
subparaventriculaire (SPV) et dans lesmoyaux paraventriculaires de I'’hypothalamus
(PVN). La zone SPV innerve a son tour de multipbsictures, comme le septum, le
thalamus, le tronc cérébral et la moelle épinidiat{s et Swanson 1987 a zone SPV
jouerait un roled’amplificateur pour les SCN. Les neurones suprachiasmatiquestiaoj
également, mais de maniére moins importante, esradyaux paraventriculaires thalamiques
(PVT), les noyaux dorsomédiaux de I'hnypothalamusif), les noyaux préoptiques médiaux
(MPN) et les feuillets intergéniculés latéraux ()GL

L’analyse morphofonctionnelle des neurones dorsaam&da AVP qui transmettent une
information rythmique (voir lll. 5. c.), indique tls projettent a la fois vers les structures

cibles des SCNRuijs et Kalsbeek 2001 mais aussi vers les neurones ventraux a VIP des
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SCN Jacomy et al. 1999 Certains de ces neurones a VIP envoient deegions en
direction des PVTTeclemariam-Mesbah et al. 1997

Les neurones a GABA et a glutamate jouent égalemmenble important dans la transmission
des signaux quittant I'horloge circadienne print@p@dermes et al. 1996 ; Kalsbeek et al.
1999. Les SCNvia ces neurones projettent vers les PVN, d'une mahs la région
neuroendocrine (magnocellulaire) qui participe aontdle temporel des sécrétions
hormonales et d’autre part, dans la région régukargystéme autonome (parvocellulaire ;
Buijs et Kalsbeek 2001A partir des PVN, une autre voie, trés étudgges nous aborderons
par la suite (voir IV. 2.), se dirige vers la glanginéale de maniere poly-synaptique
(Perreau-Lenz et al. 2003

La diffusion de molécules par les SCN, permettanttransmission d’une information
rythmique a d’autres structures, a été mise eneéeil par la technique des greffes de SCN.
En effet, dans la majorité des cas, la croissaesdfiires nerveuses apres la greffe n’est pas
observée, alors que ces greffes permettent laurasian de la rythmicité circadienne
(Griffioen et al. 1993 ; Ralph et Hurd 1995 ; Siladral. 1996a)C’est avec cette technique,
doublée d’'un encapsulement du greffon dans une maeralsemi-permeéable, qu’'ont pu étre
découverts certains de ces signaux diffusibigisdr et al. 1996 Parmi ces facteurs, on peut

citer leTGFa et [laPK2, dont nous avons déja évoqué les roles (voiblle.).

2. Horloge, glande pinéale et mélatonine

La mélatonine est une hormone synthétisée paglande pinéale(ou épiphyse) et libérée
dans la circulation générale pendantnlat. Son réle est essentiellement clantroler les
fonctions saisonnierescomme la reproduction ou I'hibernation. Le rythehe mélatonine
présente des valeurs maximales durant la nuitféidachez les especes nocturnes et diurnes
(Garidou et al. 2002 ; Vivanco et al. 2Q0Z’horloge circadienne principale contréle la séionét

de mélatonine de maniére circadiervige une voie nerveuse bien caractéridégrgen et al.
1999 ; Teclemariam-Mesbah et al. 199Bigure 8). A partir des SCN, cette voie se dirige
vers les PVN, puis vers la colonne intermédiold¢eide la moelle épiniere (IML) et le
ganglion cervical supérieur (GCS), pour finir ddasglande pinéale. Le contréle de la
synthese de mélatonine se fait par une enzyme alma I'arylalkylamine N-
acétyltransférase (AA-NAT). Les rythmes du niveau d’ARNmM de cettezgme, ainsi que
celui de mélatonine sont abolis par une lésiorudeldes structures sus-mentionnées, ce qui
confirme leur implication dans la voie SCN-glandegale Garidou et al. 2001 ; Kalsbeek et
al. 200Q. D’'une maniére générale, le début de la nuit mrartpctivation de la voie SCN-
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glande pinéale qui se caractérise lpdibération de noradrénaline (NA). Chez les animaux
nocturnes, comme le RaRgseboom et Klein 1995a Souris Foulkes et al. 1996et le
Hamster syrienGauer et al. 1999 ainsi que pour I'Arvicanthis soudanais, un ramgéiurne
(Garidou et al. 200p la synthese de I'AA-NAT passe par unstimulation
transcriptionnelle (impliquant '’AMPc et CREB ou C&cAMP-responsive element binding
protein) et uneinhibition de la protéolyse Ces deux phénomenes sont médiés par
I'activation des récepteurs noradrénergiques situfsles pinéalocytes. L'inhibition de la
synthése de I'AA-NAT esidentique entre les rongeurs nocturnes et I’Arvicanthis smadks:
lorsque 'information photique est captée par IENSIl y a arrét de la libération de NA dans
la glande pinéale. La transcription de 'AA-NAT g@te et I'inhibition de la protéolyse est
levée, ce qui permet urdigradation rapide de la protéine AA-NAT encore présente. S'il
n’y a pas de difféerence entre rongeurs diurnesamiunnes concernant ce processus, il existe
par contre des différences pour d’autres Ordresvidenmiferes, notamment les Ongulés
(Coon et al. 199bet les PrimatesK{ein et al. 199). Chez ces espéces diurnes, la régulation
de I'AA-NAT se fait de maniergost-transcriptionnelle : la synthése de la protéine AA-
NAT est constante, mais pendant le jour elle egtatke par les protéasomes, alors que la
nuit, I'activation des récepteurs noradrénergiquexsnet I'inhibition de cette protéolys€es
résultats permettent de dire que ces différences remnt pas dues au caractere diurne ou
nocturne, mais plutdt a I'origine phylogénétique de especes étudiées.

3. Horloge, glandes surrénales et corticostérone

Chez les Mammiferes, leglucocorticoidesont de nombreuses fonctions : ils régulent les
taux de glucose, interviennent dans le métabolideseprotéines et acides gras, ont un role
anti-inflammatoire et immunosuppresseur, et agtss@n’humeur et les fonctions cognitives.
Chez le RatKalsbeek et al. 1996 ; 1998les SCN sont capables de contréler la synthése
rythmique de glucorticoides par les glandes suleénaa une libération d’AVP dans les
PVN. Ce contréle permet notamment la libératiorCéRH (corticotropin-releasing hormone)
par les neurones des PVN. Cette libération se daits le systeme porte hypothalamo-
hypophysaire, ce qui induit la synthése puis la&rkition d’ACTH (adreno-corticotropin
hormone) dans la circulation générale. L'ACTH vaute pouvoirvia son action sur les
glandes surrénales, stimuler la synthese et laalilod decorticostérone chez le Rat ou de
cortisol chez 'Homme et le Hamster syrien. En plus du id@athumoral de la sécrétion de
glucorticoidesvia I'ACTH, il existe un contrdle nerveux de cette &dion par le systeme
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sympathique, qui module la sensibilité de la glasdeénale a 'ACTH Kalsbeek et Buijs
2002.

Chez le Rat@e Boer et Van der Gugten 1987, Kalsbeek et al8J1 99existe unrythme de
corticostérone plasmatique avec umaximum situé en fin de jour, peu de temps avant le
début de la phase d’éveil. Il est admis que cgeimet a 'animal de se préparer a la période
pendant laquelle il va étre actif, en mobilisané Eources d'énergie et en stimulant le
comportement de recherche alimentaire. Chez lesaanx diurnes, on retrouve un rythme de
libération decorticostérone avec unmaximum survenant en fin de nuit peu avant I'éveil
(Pal 1979 ; Zolovick et al. 1966Ce pic survient donc eanti-phasepar rapport a ce que I'on
trouve chez les animaux nocturnes, ce qui met édeBwe une différence entre especes
diurnes et nocturnes. Chez I'Arvicanthis soudanai® autre espece diurréefhagen et al.
2004, il existe en plus du pic survenant en fin de,nun autre pic en fin de jour. Lorsque les
mesures de corticostérone plasmatique ont été&ééali les animaux avaient acces a une roue
et leur activité était bimodale. Ceci pourrait é&rerapport avec le rythme de corticostérone
qui est également bimodal sachant que ces deurpaes sont étroitement liés. Le premier
pic anticipe de quelques heures le réveil de I'ahifcomme c’est le cas pour les especes
nocturnes et les autres especes diurnes étudaes), que le deuxieme pic a lieu lorsque
'animal a déja repris son activité dans la rotiest donc difficile d’interpréter I'origine de ce
deuxieme pic et de savoir s'il est régulé de man@rcadienne. Mais les résultats trouvés
pour ce rongeur, comme pour les autres especeasediudifferent de ceux observés chez les
animaux nocturnes. Cette différence pourrait siexar par I'inversion de la phase du cycle
veille-sommeil entre animaux diurnes et nocturis données mettent en avant le fait que
la corticostérone contrdleraita une action sur les noyaux du raphé, la libératypnmique

de sérotonine (5-HT) endogéne dans les SOMIdk et al. 200y Puisque l'activité des
neurones a 5-HT est corrélée au niveau d’éveitdbs et Fornal 1999la corticostérone
pourrait donc participer aux mécanismes régulant lanaintien du caractére nocturne ou

diurne.

4. Les structures cérébrales impliquées dans le cycle veille-
sommeil

Le sommeil est un phénoméne complexe impliquanha@breuses structures cérébrales.
Certaines d’entre elles recoivent plus ou moinsai@gment des messages circadiens
provenant des SCNsaper et al. 2005Figure 9).
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Il existe notamment a partir des SCN, une voieiguoerve les DMH de maniére directe ou
indirectevia la zone SPV. Les DMH projettent a leur tour ereclion des aires préoptiques
ventrolatérales (VLPO) qui sont impliqguées entréreaalans linitiation et le maintien du
sommeil a ondes lentes. Les DMH envoient égalemestprojections en direction des aires
hypothalamiques latérales (LHA) qui ont notamment@le dans le phénomene d’éveil. Les
VLPO induiraient le sommeil en inhibant les régiomonoaminergiques du cerveau
impliquées dans I'éveil via des neurones a GABAgalanine. Parmi ces structures, on
compte les noyaux tubéromammillaires ventraux (vVTMi)projettent également en direction
des SCN.

| f |
(v )o—=(uro)

N}/ N/
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Figure 9 : Schéma des structures en relation avec les SCN et impliguées dans /éveil ou
le sommeil
DMH : noyau dorsomédial de I'hypothalamus ; LHA : aire hypothalamique latérale ; PVT :
noyau paraventriculaire thalamique; SCN: noyau suprachiasmatique; SPV: zone
subparaventriculaire; VLPO: aire préoptique ventrolatérale; vTM: noyau
tubéromammilaire ventral

(Daprés Saper et al. 2005)

De plus, les VLPO sont connectées de maniére apijgr avec les PVT qui sont eux-mémes
interconnectés avec les SCN. Il existe une intwbitéciproque entre PVT et VLPO qui sont
respectivement impliqués dans I'éveil et le sommeil

Au vu de ces guelques exemples, on peut supposel’équilibre entre veille et sommeil
dépend de subtiles régulations impliguant toutéseau de structures (qui ne sont pas toutes

représentées sur leigure 9). L'expression de la protéine FOS a été analys#es ctes
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structures, pour voir si elle est controlée de mr@ncircadienne et si des différences existent
entre especes nocturnes et diurnes, puisque lgclesoveille-sommeil sont en opposition de
phase.

Chez le RatNovak et Nunez 1998un rythme d’expression de la proteiR@S est observé
dans les cellules a galanine dédsPO, dont lemaximum a lieu pendant le jour, lorsque
I'animal dort, alors que cemaximum survient pendant gzhase d’activitédans des structures
comme lesPVT. Par contre, il n’existe pas de rythme dans leslvChez le Rat du Nil
(Novak et al. 1999 ; 20000n trouve également un rythme d’expression derdéeineFOS
dans les cellules a galanine dd4sPO, dont leniveau maximal survient également lorsque
'animal dort , mais pendant lauit. Dans lePVT, le maximum d’expression dEOS a lieu
en début de jour lors de la premiére phase d'activité locomotribans les neurones
histaminergiques desTM, on trouvedeux pics 'un endébut de jour et I'autre erfin de
jour, quand survient la deuxieme phase d’activite.

Ces résultats indiquent que les structures impéigudans le sommeil sont actives anti-
phase si 'on compare rongeurs nocturnes et diurnes.magorité de ces structures est
interconnectée avec les SCN. Cela permet a I'herlogcadienne principale, d’'une part, de
contrbler de maniere circadienne ces structuresli’atitre part, d’étre influencée par ces
dernieres, peut-étre de la méme maniére, mais atafeps différentsOn peut alors
supposer que ces informations d’éveil et de sommejui arrivent aux SCN en anti-phase
entre especes diurnes et nocturnes seront intégréagec d’autres informations assurant

ainsi le maintien de la diurnalité et de la nocturmlité.

5. La température corporelle

La température corporelle est controlée de manienaméostatique mais également de
maniérecircadienne Le rythme de température corporelle disparaispfsion des SCN, ce
qui met en évidence le controle circadien de catitie Eastman et al. 1994 Cependant,
cette Iésion n’affecte pas la réponse thermorégegathoméostatique) qui est régulée par les
systemes sympathiques et parasympathiqiiéacifulec et al. 1997 Chez les animaux
nocturnes, ce rythme présente desleurs maximales en milieu de nuijtalors gu’elles
surviennent emilieu de jour chez les animaugiurnes (Eastman et al. 1984 ; Leproult et
al. 2005 ; McElhinny et al. 1997; Piccione et ab05 ; Refinetti 1996
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6. Les oscillations des génes horloges hors des SCN

Les génes horloges, en plus d’étre exprimés danSGN, sont aussi présents ddiautres
structures cérébrales ainsi que dans ldsssus périphériques comme le foie, les reins, les
poumons et bien d’autres tissus. Ces oscillatiodrippériques sont synchronisées par les
SCN par le biais de nombreux mécanismes.|l a étdod&é, par exemple, qu’en obscurité
constante, il existait dans feie de la Souriset du Hamster syrien un rythme d’expression
de ’ARNm de Perl et Per2 avec unmaximum survenant erdébut de nuit subjective
c’est-a-dire dans un délai de 3 et 9 heures aprpi Id’expression de ces genes dans les SCN
(Tong et al. 2004 ; Zylka et al. 1998es données montrent que chez le Rat du Nil, une
especdliurne, lesniveaux maximaux des ARNm dePerl et Per2 dans le foie surviennent
en début de jour, soit approximativement 4 heures plus t6t que dessSCN Lambert et
Weaver 20056 Il existe donc entre rongeurs diurnes et no@sirune inversion de la phase

des oscillations circadiennes périphériques, dunsdans le foie.

Les oscillations des genes horloges hors des SCMsaqu’une grande partie des sorties
rythmiques contrdlées par les SCN sont en oppositiode phase entre especes diurnes et
nocturnes avec néanmoins quelques exceptions, comne rythme de meélatonine.
Cependant, ces sorties, dont certaines envoient degormations de rétrocontrble aux
SCN, sont vraisemblablement impliquées dans le maien plutét que dans

I'’établissement du caractere diurne ou nocturne.

V. Synchronisation des rythmes circadiens

1. Définition
Hormis le fait de générer des oscillations et dedistribuer au reste de I'organisme, une autre
des propriétés fondamentales du systeme circadiequél est capable d’étreynchronisé
(remis a I'heure) par de nombreux facteurs. Pauite, nous focaliserons notre description
sur la synchronisation journaliére et n’abordenoas la synchronisation saisonniére.
Le facteur synchroniseur le plus puissant eslytde lumiere-obscuritéou facteur photique
qui impose une période de 24 h a I'horloge ciroauie Mais de nombreux autres
synchroniseurs (ditaon-photiqueg sont capables d’influer sur les SCN et seronaitiés
ultérieurement (voir V. 4.). Tous ces facteurs mauninfluencer Igpériode, mais également

la phasedes rythmes circadiens. Afin de pouvoir agir duwwrdoge circadienne principale, ces
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stimuli doivent pouvoir « communiquer » des infotimas a cette derniére. Toutes les voies
d’entrée des SCN sont donc susceptibles de foules informations permettant la

synchronisation.

2. Les voies d'entrée

Les projections neuronales se dirigeant vers ldgwl circadienne principale sont
essentiellement situées danspkrtie ventrale des SCNcontenant les neurones a VIP. On
dénombretrois voies principales d’entrée Figure 10) ainsi que d’autres voies moins

importantes.

@/\0

étine

Figure 10 : Principales voies afférentes aux SCN

Les fleches orange représentent le transfert des informations photiques de maniere
directe (tractus rétino-hypothalamique) ou indirecte (voie rétino-géniculo-
hypothalamique). Les fléches vertes représentent le transfert dune partie des
informations non-photiques via des projections sérotonergiques directes ou indirectes.
IGL : feuillet inter-géniculé ; NRD : noyau du raphé dorsal ; NRM : noyau du raphé
médian ; SCN : noyau suprachiasmatique.

a. Larétine, interface entre I'environnement et I'horloge

La rétine des Mammiferes intervient de maniere pridiale dans la détection et la
transmission de lintensité lumineuse vers le cauvelesphotons sont percus par des
photopigments rétiniens situés dans b&sonnets (rhodopsine) et lesbnes(opsines). Les
messages, générés par l'activation de ces photepiggnsont ensuite transmis aux cellules

ganglionnaires de la rétine dont les axones forrtenierf optique. Ce dernietia une voie
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polysynaptique, va innerver le cortex occipital, sgront intégrées les informations
permettant de générer des images. Il s’agit dédanse visuelle a la lumiére

Il existe également degponses non-visuelles a la lumiérenotamment celle assurant la
synchronisation photique des SCNCe type de réponse fait essentiellement intervani
mélanopsine un photopigment présent dans certaioeules ganglionnairesde la rétine
innervant les SCNHattar et al. 2002 Bien que la mélanopsine ait un role central dzes
réponses non-visuelles, les opsines et la rhodegsiraissent également impliquéBarfiard

et al. 2004 ; Dkhissi-Benyahya et al. 2007 ; Gideral. 2007. Les cellules contenant de la
meélanopsine représentent entre 1 et 2,5% du nototadedes cellules ganglionnaires chez les
especes nocturnesidttar et al. 2002 ; Morin et al. 2003 Chez le Rat, la mélanopsine
présente des oscillations circadiennes de I'exfmesse sorARNmM et de sarotéine, avec
desvaleurs maximalesayant lieu respectivement début de la nuit subjective et ala fin

du jour subjectif (Hannibal et al. 200b

Chez les rongeurs diurnes il existe encore peural@ux qui concernent la rétine et son
implication dans la rythmicité circadienne. On peiteer que lesythmes de phagocytose des
batonnets et des conede I'Arvicanthis soudanais présentent en LDmeximum en début

de jour (Bobu et al. 2006 Ces données sosimilaires a celles trouvées pour les batonnets
chez animaux nocturnes mais pas pour les caradgafl 1976. En effet, les espéces vivant la
nuit n’en ont que trés peu, contrairement au RaiNduet a I'Arvicanthis soudanais par
exemple, chez lesquels les cones représententoand6% de la composition des
photorécepteurdpbu et al. 2008 ; Gaillard et al. 20D8

Deux voies, reliant la rétine aux SCN, ont été da@risées chez les especes nocturiiiget

et al. 1996 ; Morin et al. 1994et diurnes Goel et al. 1999, Smale et Boverhof 109%
premiere est directe et permet la synchronisatimtigue de I'horloge principale. Il s’agit du
tractus rétino-hypothalamique (RHT) qui aboutit essentiellement dans la partie
ventrolatérale des SCN et qui libéreglutamate et duPACAP (Pituitary Adenylate Cyclase
Activating Peptide). Il existe pour ce tractus detites différences inter-spécifiques
indépendantes du caractére diurne ou nocturne.etande est une voie indirecte et sera
évoquée ultérieurement (voir V. 2. b.).

Il est important de noter que des mutations danstiae sont capables de provoquer un
changement de niche temporelle. Parmi elles, oh @&ar les Souris doubles mutantes pour
la mélanopsine et le RPE65 (retinal pigment epithelenzyme 65) qui sont diurnes en
comparaison avec les Souris sauvages qui sontrnestipoyle et al. 2008 Le RPEG65 joue

un réle clé dans les mécanismes qui permettenphatorécepteurs de redevenir sensibles a
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la lumiére apres une stimulation lumineuse. Appanent, la perte de la mélanopsine et du
RPEG65 inverserait les mécanismes de détection ddur@ére dans la rétine, par
dégénérescence des cones et de certaines cellalggiognaires. Cette inversion se
répercuterait ensuite au niveau des SCN, inversaphase des sorties de I'horloge et le
rythme d’activité locomotricell apparait donc que le fonctionnement de la rétineest
important pour I'établissement de la diurnalité et de la nocturnalité, mais il n'est

probablement pas le seul acteur déterminant le chwoide la niche temporelle.

b. Les feuillets intergéniculés thalamiques (IGL)

La deuxieme voie d’entrée des informations phosquers les SCN passe par une structure
thalamique, lesGL . Cette structure recoit des informatiguisotiques en provenance de la
rétine Morin et Allen 200B et non-photiques en provenance du noyau du raphé dorsal
(NRD ; Harrington 1997 ; Meyer-Bernstein et Morin 1996Ces informations vont étre
ensuite transmises dans la partie ventrolatérale 8EN via le tractus geéniculo-
hypothalamique (GHT) qui libére duneuropeptide Y (NPY) et duGABA. Cette structure,
de par ses afférences et ses efférences, edblanmodulateur dans les mécanismes de
synchronisation photique et non-photique chez teiaux nocturnes et diurneSdel et al.
2000 ; Morin 1999 ; Morin et Allen 2006

c. Les noyaux du raphé

Les projections sérotonergiques émanantndyau du raphé médian (NRM) sont la
troisieme voie principale directe vers les SCN.e&llvéhiculent essentiellement des
informations non-photiques (Meyer-Berstein et Morin 1996 A ce jour aucune donnée
anatomique n’a décrit cette voie chez un rongeumei A partir du NRD, nous avons déja
indiqué gu’il existe également une voie indireatant les SCNvia les IGL. De plus, chez
certaines espéeces (Rat et Chat), des fibres nétiegeinnervent les noyaux du rapRédte et
al. 1978 ; Shen et Semba 199€ette observation indique que les informatiohstijgues
pourraient aussi atteindre les SCN indirectemaat le raphé, du moins chez certaines

especes. Les noyaux du raphé seront détailléseuitément (voir VI. 1. a.).

d. Les autres entrées

7, s

D’autres types de fibres afférentes aux SCN ontdéerites. Dedibres cholinergiques
émanant du télencéphale basal (noyau de la bataldiagonale de Broca et noyau basal de

Meinert) innervent les SCNB(na et al. 1993 Leur activation module positivement les effets
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de la lumiere sur les SCNehardt et al. 2004 ; Zatz et Herkenham 1R8llexiste également
desfibres histaminergiques reliant les noyaux tubéro-mammilaires aux SCN, araient
également un réle dans la synchronisation phot{aton et al. 1996 ; Itowi et al. 19391
Enfin des fibres catécholaminergiques (libérant en partie de la dopamine) innervent

modestement les SCNgcomy et Bosler 1995

3. La synchronisation photique

a. Niveau physiologique

A partir de la rétine, les informations photiquesnty permettre uneemise a I'heure
qguotidienne de I'horloge suprachiasmatique. La ehdes cette horloge peut étre avancée ou
retardée jusqu’a 2 h par jour chez la plupart dggeees, en fonction du moment pendant
lequel la rétine percoit la lumiér®gan et Pittendrigh 1976 ; Takahashi et al. 1984a
lumiere exerce son pouvoir synchroniseur esseastiglht pendant I@période nocturne
c’est-a-dire pendant la période d’activité des auirnocturnes et de sommeil des animaux
diurnes (dans les deux cas, il s'agit de la nuifjettive en DD). Les différentes réponses
circadiennes, répercutées sur l'activité locometen fonction de I'heure d’exposition a des
stimulations lumineuses en DD, permettent de défine« courbe de réponse de phase a la
lumiere » (Figure 11).

Cette courbe a un profités similaire, que I'on considere les especexcturnes (Daan et
Pittendrigh 1976 ; Takahashi et al. 198dudiurnes telles que le Tamia asiatiqudgqnma et
Honma 1999 le Degu du ChiliKas et Edgar 2000le Rat du Nil Mahoney et al. 2001et
I'Arvicanthis soudanaisGaldelas et al. 2003 ; Slotten et al. 2Q00Elle présente dagtards

de phasede I'activité locomotrice qui s’étendent defiladu jour subjectif jusqu’au milieu

de la nuit subjectiveet desavances de phasqui s'étendent dmilieu de la nuit subjective
jusqu’au début du jour subjectif. Cependant, on peut noter une différence inténéssatre
espéeces nocturnes et diurnes, puisqu’il existe aome temporelle, beaucoup plus étendue
chez les rongeurs nocturnes que chez les rongeuresd, pendant laquelle la lumiere n'a pas
d’'effet de déphasage de I'horloge circadienne fpale one morte pendant le jour
subjectif). Cette zone est méme absente chez I'Hoiflawett et al. 1997 Le fondement de

cette différence est inconnu a I'heure actuelle.
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Figure 11 : Courbe de réponse de phase d la lumiére chez I'Arvicanthis soudanars.
Le créneau lumineux (1 h, 100 lux) est indiqué par un triangle orange sur les différents
actogrammes. En milieu de jour subjectif (CT6) il est sans effet, alors qu'en début
(CT12) ou en fin (CT22) de nuit subjective, il provoque respectivement des retards et
des avances de phase de l'activité locomotrice.

(Daprés Caldelas et al. 2003)

Le méme type de courbe de réponse de phase a tét@uobn réalisant des injections de
NMDA (N-méthyl D-aspartaten vivo, un agoniste glutamatergique, qui mime donc legsef
de la lumiere chez les animaux nocturnkbn(z et al. 1999 et diurnes lovak et Albers
2002. Ceci suggere que ledcepteurs au NMDA sont impliqués dans les mécanismes de la
synchronisation photique.

Les déphasages provoqués par la lumiére vont peematl'organisme de s'adapter au
décalage horaire par exemple. Quand les animaux sont soumis a wweao cycle LD
avancé ou retardé de quelgques heures, les SCNantegpidement ce nouveau cycle. Les
fonctions contrblées par I’horloge ne mettent paes le méme temps pour se synchroniser a
ces nouvelles condition¥ émazaki et al. 2000Quand on observe l'activité locomotrice, elle
dérive (se resynchronise) pendant plusieurs jdimsla s’ajuster au nouveau cycle LDgan

et Aschoff 20011

b. Niveau cellulaire

Les cascades intracellulaires induites par uneusdition lumineuse dans les SCN ont été bien
étudiées. Trois voies ont été en partie caract&gjd@ine est effective toute la nuit, les deux

autres le sont respectivement en début et en fiuddFigure 12).
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D’une maniere générale, apres un créneau de lumikreglutamate est libéré par les
terminaisons du RHT dans les SCN. Ce neurotransaoret activer degecepteurs NMDA
permettant uninflux de Ca®*. Le blocage de ces récepteurs va nettement dimieseffets
de la lumiere sur I'horlogeViillez et al. 1998 mettant en évidence leur rble prépondérant,
bien que les SCN possedent également des recepteursgpe non-NMDA Ebling 1996 ;
Gannon et Rea 19%4

Cet influx de C&" va provoquer I'activation de IHO synthase(NOS) qui va permettre la
production demonoxyde d’azote(NO), derniere étape commune induite par des arende
lumiere appliqués en début ou en fin de n@ing et al. 1993 En début de nuit, cette
synthese aboutirait a I'activation decepteurs a ryanodineet a la mobilisation des stocks
de Ca?* du réticulum endoplasmiqudifg et al. 1998 En fin de nuit, le NO active la
guanylate cyclasgGC) qui va conduire a la synthese@®&IPc (Ding et al. 1998 En plus
de ces deux voies, la voie HBMPc est activée par un créneau de lumiére a n’imppred
moment de la nuitliakahashi et al. 2003

Ces trois voies aboutissevitr I'activation de différentes kinases dontpeotéine kinase A
(PKA) et ERK (extracellular signals regulated kinase), a lasphorylation de la protéine
CREB (Ginty et al. 1993 ; Obrietan et al. 1999 ; Von Gat al. 1998. Une fois
phosphoryléeP-CREB migre dans le noyau ou il se fixe sur destifs CRE (C&*/cAMP-
responsive element) pour activer lanscription des geénes impliqués dans la
synchronisation photique, tel g&erl (Ding et al. 1997 ; Obrietan et al. 1999 ; Von Gatl
al. 199§.

Le PACAP et lasubstance Pqui sont libérés avec le glutamate a partir desite@isons du
RHT joueraient également un réle dans la synchatiois photique Klannibal et al. 1997 ;
Kim et al. 200). En effet, la courbe de réponse de phase obtaprgs injection de I'un de
ces neuropeptides est similaire a celle induitdgarmiere Piggins et al. 2001a ; Piggins et
Rusak 199y Concernant le PACAP, il activerait le récept®&C,, ce qui induirait une
augmentation de C&" intracellulaire via I'activation de laphospholipase C(PLC) et la
voie de’AMPc (Kopp et al. 1999
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Figure 12 : Voies de transduction intracellulaire susceptibles détre impliguées dans la
synchronisation photigue.
AC : adénylate cyclase ; AMPc : adénosine monophophate cyclique ; CREB : Ca®/cAMP-
responsive element binding protein ; ERK : extracellular signals regulated kinase ; 6C:
guanylate cyclase ; GMPc : guanosine monophosphate cyclique; NOS : NO synthase ;
NO : monoxyde d'azote ; PK4: protéine kinase A ; RyR : récepteurs d la ryanodine.

(D aprés Cermakian et Sassone-Corsi 2002)

c. Niveau moléculaire

La transcription d’un certain nombre de genes ebtée en réponse a un créneau de lumiére.
Les genes de réponse précoce, coneafies et Jun B sont tres rapidement transcrits en
réponse a une stimulation lumineuse percue perdantit, aussi bien chez les espéces
diurnes que nocturnes(Guido et al. 1999a ; 1999b ; Mahoney et al. 20QIne fois traduits,
ces éléments forment des hétérodimeres qui vontitenactiver la transcription des génes
tardifs aboutissant a des déphasages de 'ackbgtémotrice Rusak et al. 1990 ; Kornhauser

et al. 1990 ; 1992 ; Miller et al. 1996FOS jouerait un réle important dans ces mécagssm
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de synchronisation photique, car des sondes okgmxd/nucléotidiques antHos et antie-
Jun réduisent les déphasages induits par un créneaindux Vollnik et al. 199k
Cependant, les Souris mutantes potfos présentent des réponses comportementales a la
lumiere quasiment normalebldnrado et al. 1996 FOS n’a donc qu’un rdle secondaire
dans les mécanismes de synchronisation photiquel’agitres génes sont certainement
impliqués de maniere plus importante.

L’expression des géeneRerl et Per2 a été la plus étudiée en réponse a des stimutation
lumineuses, car elle efstrtement induite dans I’heure suivant la stimulation chez les espec
diurnes et nocturnedAlprecht et al. 1997 ; Caldelas et al. 2003 ; Simean et al. 1997 ;
Shigeyoshi et al. 1997PourPerl, I'activation de cette transcription passerait @REB, qui

une fois phosphorylée en réponse a la lumierexseait sur le site CRE. Le promoteur de
Perlpossede ce site et sa transcription peut don@étrece par P-CREBJau et al. 2002 ;
Tischkau et al. 2003 ; Travnickova-Bendova et @02.

Des différences temporelles ont été trouvées amuceoncerne l'induction de la transcription
de Perl et Per2 pendant la nuit subjective. Alors q&erl est rapidement induit et cela
pendantoute la nuit, 'expression dd’er2 est induite rapidement en début de nuit et plus
lentement voire méme pas du tout en fin de nui(Albrecht et al. 1997 ; Caldelas et al.
2003 ; Miyake et al. 2000 ; Shearman et al. 19%higeyoshi et al. 1997 ; Yan et al. 1999 ;
Yan et Silver 2002 ; Zylka et al. 1998

Des différences spatiales ont également été raggmrChez les espéces nocturnes, en début
de nuit, un créneau de lumiére induit une augmientatePerldans la régiowentrolatérale

des SCN alors gueer2 est induit dans les régiomsntrolatérale et dorsolatérale(Dardente

et al. 2002 ; Moriya et al. 2000 ; Yan et Silver02p En fin de nuit, TARNm dePerl en
réponse a la lumiére est expripartout dans les SCNY(an et Silver 2002

Des preuves mettent en évidence le role fondamdataérl et Per2 dans les mécanismes de
synchronisation photique. D’'une part, des injediontra-cérébroventriculaires de sondes
oligo-désoxynucléotidiques arfiierl ou antiPer2 inhibent les retards de phase produits par
la lumiere en début de nuidKiyama et al. 1999 ; Wakamatsu et al. 20@'autre part, les
Souris mutantes pouwrerl et Per2 présentent respectivement des avances et dedsretar
phase réduits, voire absents, en comparaison a cbservés chez les Souris sauvages
(Albrecht et al. 2001

D’autres genes sont également modulés en répaise ééneaux de lumiére :
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- L'expression deBmall est augmentée en tout début de jour chez les uomige
nocturnes Abe et al. 1998 mais pas chez I'Arvicanthis soudanais, une esp@orne
(Caldelas et al. 2003

- L’expression de&Cry2 semble étre diminuée en fin de nuit chez la Sq@kamura et
al. 1999 alors que ce phénomeéne a lieu toute la nuit ¢Wexzicanthis soudanais
(Caldelas et al. 2003

- L’expression ddeclest induite toute la nuit chez les rongeurs noesifdonma et
al. 2002, alors que I'expression des caseine kinases se@titd induite par la lumiere,
mais avec un délalghida et al. 200

- Rev-erlz et Rorf seraient également influencés par une stimuldtiomineuse. En
effet les avances de phase comportementales iscrntdéin de nuit sont plus grandes
chez les Souris mutantes pour ces genes en cosgaraicelles obtenues chez les
Souris sauvagedMiasana et al. 2007 ; Preitner et al. 2Q02ar contre les Souris
mutantes pourRors présentent le méme type de réponse que cellesSdess
sauvages en réponse a des créneaux de lumiérquaspén début de nuiMésana et
al. 200%.

4. La synchronisation non-photique

a. Définition

La lumiere est considérée comme le facteur le plissant pour synchroniser I'horloge
circadienne principale. Cependant, cette dernigtesesceptible d’étre influencée par une
multitude d’autres facteurs diten-photiques (par opposition au facteur photique). Chez les
animaux nocturnes la majorité de ces facteurs, appliqués durajduesubjectif, induisent

des avances de phasede l'activité locomotrice et ont unaction inhibitrice sur la
transcription de certaingenes horloges Quelques études rapportent €également de petits
retards de phases comportementaux durant la nbjective, mais ceux-ci ne sont pas

systématiquement présents et apparaissent dorigesdges Figure 13).
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Figure 13 : Courbe de réponse de phase aux stimuli photigues (courbe noire) et non-
photigues (courbe verte) chez le Hamster syrien.
(Daprés Challet et Pévet, 2003)

Néanmoins, il semble que les SCN dmsimaux diurnes réagissentdifféeremment en
fonction du facteur non-photique étudié, comme Heugerrons par la suite. Il est important
de rappeler qu’afin d’observer les effets des fast@on-photiquedes animaux sont placés

en DD (en Light-Light ou LL pour les créneaux d’obscés}. Ces conditions permettent de
s’affranchir des effets directs de la lumiere, gimdane que I'on nomme masquage »ainsi

gue des effets synchroniseurs de la lumiéremadaquage négatittorrespond a un processus
empéchant la composante circadienne de s’exprinegmgonent Aschoff et al. 1982 Par
exemple, chez les animaux nocturnes, une expositianlumiére pendant la nuit a un effet
inhibiteur sur Il'activité locomotrice Redlin 200). Le masquage positif permet a une
variable de s’exprimer en plus de sa composantadignne. Ainsi, un créneau de lumiere
appligué pendant la nuit va induire une activitglootrice chez des rongeurs diurnes censeés
étre inactifs Redlin et Mrosovsky 20P4Les composantes circadiennes ne se caractérisent
donc dans leur totalité qu’en conditions environaetales constantes (DD), ce qui permet un

« démasquage xes variables considérées.

b. Activité, sommeil et sérotonine

L’hyperactivité transitoire induite pendant la phase de sommeil des animagkumes,
comme le Hamster syrien (correspondant au jourestif); est I'un des facteurs non-
photigues le mieux étudié. Afin d’induire cette bygctivité, 'animal doit avoiacces a une
nouvelle roue pendant le jour subjectif ce qui provoque chez lui une forte activité, se
traduisant ultérieurement par uance de phasede l'activité locomotrice Reebs et
Mrosovsy 198P Cette hyperactivité est considérée comme cricmdur l'induction de
'avance de phase, car si I'animal court peu ouirashobilisé, ces avances de phases sont

alors tres faibles, voire indétectables. Une étplds récente Antle et Mistlberger 2000
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menée chez le Hamster syrien, montre que le faceusant ces avances de phase ne serait
pas le degré d’activité physique en soi, mais plistGorivation de sommeil Ce facteur est
efficace uniquement pendant le jour subjectif chez animaux nocturnes, car c’est a ce
moment qu’ils dorment. Néanmoins, la Souris negresspas de déphasage en réponse a une
privation de sommeilGhallet et al. 200 et chez le Rat, les déphasages produits par une
hyperactivité sont faibledMistiberger 1991 Il semblerait donc qu'il existe dans ce cas une
sensibilité différentielle de I'horloge circadienpéncipale en fonction de I'espéce étudiée.
Chez les rongeurs diurnes, les études sur la pvate sommeil sont quasi-inexistantes.
Chez le Spermophile d’Europe, le confinement daresroue, réalisé chaque jour a la fin de
la période d’activité est capable de synchronisetiVité locomotrice Fut et al. 1999. Selon

les auteurs, ce confinement, pratiqué en toutddijour subjectif, induit des avances de phase
de l'activité locomotrice, ce qui permet la synafisation. Ces résultats seraient donc
similaires a ceux obtenus chez les especes nostubependant, il est possible que ce soit en
tout début de nuit subjective qu'agisse ce faciear le confinement dure 3 h), ce qui
correspondrait plus aux effets non-photiques dwilation de sommeil (puisque cette espéce
est diurne et entre donc en période de sommeilébutdde nuit) et marquerait donc une
différence entre espéces nocturnes et diurnes. IGt@nme par contre, il a été montré qu’un
exercice physigue conduit a des retards de phasguld est pratigué de maniére soutenue en
début de nuitBuxton et al. 1997 ; 2003 ; Van Reeth et al. 1994

Chez le Hamster syrietiactivité induite par une nouvelle roue provoque wheninution
transitoire des niveaux d’ARNm déerl et Per2 dans les SCNMaywood et al. 1999 ;
Maywood et Mrosovsky 20Dp1

Au niveau cérébral, plusieurs arguments peuverd étrancés pour expliquer de quelle
maniere sont générées ces avances de phase. Nmsséawqué préecédemment qu’il existait
des projections sérotonergiques émanant des najauxphé (NRM et NRD) qui aboutissent
aux SCN, de maniere directe et indiredtkeyer-Berstein et Morin 1996Par ailleurs, si I'on
induit une hyperactivité chez le Hamster syrieridération endogene de 5-HT provenant des
fibores du NRM augmente dans les SCBRudley et al. 1998 De plus, le systeme
sérotonergique joue un role dans la régulationadeellle et du sommeil, puisque certains
neurones du raphé sont actifs spécifiquement pefaarille Jacobs et Fornal 1999Enfin,
chez les especes nocturnes, des injections d’dgersgérotonergiques, réalisées en milieu de
jour subjectif, induisent des avances de phase’abtivité locomotrice, couplées a une
diminution de la transcription deerl et Per2 (Cutrera et al. 1994 ; 1996 ; Horikawa et al.

2001 ; Horikawa et Shibata 2004 ; Mendoza et aD&0Ces résultats sont similaires a ceux
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obtenus avec la privation de sommeil. Tous cesnaegts impliquent donc fortement le
systeme 5-HT dans la modulation non-photique deorldge circadienne principale.
Cependant nous détaillerons ultérieurement le midelulateur de ce systeme au niveau des
SCN (voir VI. 5.).

c. Neuropeptide Y

Le NPY est libéré par les terminaisons du GHT dans lesl.SOe nombreuses études,
réalisées uniquement chez des especes nocturigapatré qu’il agissait comme un facteur
non-photiqueln vivo, des micro-injections dePY dans les SCNHuhman et Albers 1994
ainsi que des stimulations électriques des prajestgéniculo-hypothalamiquedrrington
1997, induisent desdéphasages de type non-photiqueln vitro, sur des tranches
suprachiasmatiques, I'application de NPY pendanjole subjectif induit des avances de
phase de l'activité électrique multi-unitaifgi€llo et al. 1997a

L’injection intra-cérébroventriculaire d’'un antigm anti-NPY, ainsi que des lésions des IGL
réduisent ou inhibent les avances de phases isdquétel’acces a une nouvelle rolaeflo et

al. 1994 ; Schuhler et al. 1998

Pour agir, le NPY se fixerait sur ledcepteurs Y2 (Golombek et al. 1996; Huhman et al.
1996 ayant pour effet d’activer larotéine kinase C(Biello et al. 1997h Que ce soiin vivo

ou in vitro, le NPY induit unediminution transitoire du niveau des ARNm deerletPer2
dans les SCNHukuhara et al. 2001 ; Maywood et al. 200Zous ces résultats indiquent que
les IGL et donc le NPY participent a la synchroti@anon-photique, comme les noyaux du
raphé et la 5-HT.

d. GABA

Le GABA est présent non seulement dans les cellules dNs 18@is aussi dans les cellules
des IGL Moore et Speh 1993 Chez le Hamster syrien, des études ont monte lqu
muscimol (un agoniste des récepteurs GABAiIme leseffets non-photiques Lorsqu’il est
injecté dans les SCN pendant jur subjectif, il provoque desavances de phasale
I'activité locomotrice Mintz et al. 2002 ; Smith et al. 1989Chez le Rat du Nil, un rongeur
diurne, le muscimol agit également pendant jeur subjectif, mais il induit desetards de
phase(Novak et Albers 2003aMalgré cette différence dans les effets compoetgaux, le
muscimol induit globalement le méme type de réponskculaire chez ces deux especes. On

observe une inhibition de I'expression Berl et Per2 dans les SCN du Hamster syrien
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(Ehlen et al. 200pet une inhibition de celle d@er2dans les SCN du Rat du NNi¢vak et al.
2009.

Cette difference met en avant le fait que les infonations non-photiques pourraient
avoir une influence sur I'établissement et/ou le matien de la diurnalité et de la
nocturnalité et incite a multiplier les études surles facteurs non-photiques chez les

especes diurnes.

e. Créneaux d'obscurité

Le créneau d'obscurité ou « dark pulse» est un facteur non-photique un peu particulier,
parfois appelé facteur anti-photique. En effet p&tudier ses effets, les animaux doivent étre
soumis a des conditions di@miére constantetout au long des 24 h (LL). La plupart des
animaux sont alors en libre-cours mais ils exprimere période différente de celle observée
en DD. Des lors, urcréneau d’obscurité de quelques heures appliqué pendanjole
subjectif va induire desavances de phaseale l'activité locomotrice chez les espeéeces
nocturnes (Boulos et Rusak 1982 ; Canal et Piggins 2006 sHdtial. 1982 ; Rosenwasser et
Dwyer 200). De plus, chez le Hamster syrien, a@éneaux d’obscurité induisent une
diminution transitoire de I'expression dBerletPer2dans les SCN, comme pour les autres
facteurs non-photiquesCfogan et Piggins 2005 ; Mendoza et al. 2004s effets de ces
créneaux d’obscurité ont également été observéz aherongeurdiurne, I'Arvicanthis
soudanaisNlendoza et al. 20Q7La sensibilité temporelle de I'horloge pour eetéur non-
photique differe de celle des rongeurs nocturnasgpe les effets ddéphasageont lieu
principalement pendant flauit subjective (et en fin de jour subjectif). Cependant, queaie s
pour les rongeurs nocturnes ou diurnes, ce faetgitiressentiellement pendant la période de
repos des animaux. Toutefois, les créneaux d'oliscprovoquent unediminution de
'expression dd’erlet dePer2dans les SCN de I'Arvicanthis soudanais et du Hansyrien
(Mendoza et al. 2007

f. Mélatonine

Comme nous l'avons déja évoqug,mélatonine est une hormone synthétisée par la glande
pinéale et libérée dans la circulation généraledaenla nuit. Sa synthése est régulée de
maniere circadienne. De plus, elle peut rétroagir’aorloge circadienne principale puisque

des récepteurs a la mélatonine sont présents danselurones des SCN. Néanmoins, les
injections de mélatonine ayant un effet sur I'hgdosont réalisées a doses beaucoup plus
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élevées que les concentrations physiologiquesfleeque peuvent avoir ces récepteurs d’un
point de vue physiologique n’est donc pas enca#erhent identifiéLa mélatonine figure
parmi les facteurs non-photiques, car elle engeddsavances de phasebrsqu’elle est
appliguée erfin de jour subjectif chez les animaurocturnes (Armstrong et al. 1986 Ces
effets seraient dépendants de l'activation dssepteurs MT2 a la mélatonine et de la
protéine kinase C(Hunt et al. 2001 ; McArthur et al. 1997En effet, une inhibition de ces
récepteurs blogue les avances de phases compotédese®ar contre, I'expression des genes
Per n’est pas modifiéeen réponse a des injections de mélatorfhwrél et al. 2003

Lorsque I'on réalise des infusions de mélatoninb)(Irépétées chaque jour a la méme heure,
on constate que ces injections chroniques ne sapabtes desynchroniser 'activité
locomotrice sur 24 heures que lorsqu’elles cointideec lafin du jour chez les animaux
nocturnes (Pitrosky et al. 1999 ou diurnes (Slotten et al. 2002 En d’autres termes, les
infusions de mélatonine provoquent chaque jour awance de phase de [lactivité
locomotrice, ce qui permet la synchronisatibas espéces nocturnes et diurnes semblent
donc étre sensibles a cette hormone au méme momenitcycle LD (crépuscule), c’est-a-

dire en opposition de phase si I'on considere lewycle veille-sommeil.

g. Facteurs alimentaires

La restriction alimentaire agit de maniere tres différente comparée aux saddieteurs non-
photiqgues. En effet chez des Rats maintenus en d@Bcréneaux d’acces limité a la
nourriture  (ou restriction alimentaire temporelle) induisembe activité locomotrice
anticipant l'accés a la nourriture, phénoméene gui'est pas directement contrélé par les
SCN (Boulos et al. 1980 ; Gibbs 1979 ; Honma et al. 1988istlberger 1994 Dans ce
protocole, malgré un temps limité d’acces a la riture, les animaux arrivent & manger une
ration compléte. Un autre protocole consiste atéimla quantité de nourriture donnée a
'animal, on parlera alors dations hypocaloriques(Challet et al. 1996 ; 1997 Lors d’'une
restriction alimentaire calorique, la ration hypoc&gue va étre capable de synchroniser les
rythmes circadiens controlés par les SCN et d’'agirl’horloge circadienne principale elle-
méme. La restriction alimentaire est donc capal®e «switcher » en partie I'activité

locomotrice des animaux nocturnes qui présentes aloe composante partiellement diurne.

L'étude des facteurs photique et non-photiques a peis de dégager quelques
différences entre animaux diurnes et nocturnes (Tdbau 1). Cependant, le manque de

résultats chez les especes diurnes limite la compension des mécanismes impliqués
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dans ces différences. Il est pour I'heure impossibl d’estimer si les facteurs non-

photiques permettent uniquement le maintien ou paitipent également a I'établissement

du caractére diurne ou nocturne.

Type de Rongeurs nocturnes Rongeurs diurnes
facteur Activité Expression Activité Expression
locomotrice Perl et Per2 locomotrice Perl et Per2
Lumiére 1. Retards de phase : Augmentation 1. Retards de phase : Augmentation
début de nuit (veille) en début et | début de nuit (sommeil) en début et
2. Avances de phase : fin de nuit 2. Avances de phase : fin de nuit
fin de nuit (veille) fin de nuit (sommeil)
Hyperactivité Avances de phase : Diminution Avance de phase : ?
milieu de jour (sommeil) fin de jour ou début de
nuit (veille ou sommeil ?)
5-HT Avances de phase : Diminution ? ?
milieu de jour (sommeil)
NPY Avances de phase : Diminution ? ?
milieu de jour (sommeil)
GABA Avances de phase : Diminution Retards de phase : Diminution
milieu de jour (sommeil) milieu de jour (veille) Per2
Créneau Avances de phase : Diminution Avances de phase : Diminution
d'obscurité jour (sommeil) nuit (sommeil)
Mélatonine Avances de phase : Pas d'effet Avances de phase : ?

fin de jour (sommeil)

fin de jour (veille)

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des effets des différents facteurs synchroniseurs de
l'horloge chez les espéces nocturnes et diurnes.

5. Quand le photique rencontre le non-photique

Dans les conditions normales, I'horloge circadierpréncipale intégre de nombreuses

informations en méme temps. Expérimentalementpdebneuxfacteurs non-photiquessont

justement capables dmoduler la synchronisation photique qui a lieu essentiellement

pendant lanuit. D’'un autre coétéla lumiere a elle aussi urrdle modulateur sur la

synchronisation non-photiquependant lgour .

Cependant, lintégration concomitante des infororegi photique et non-photiques est

complexe. Elle ne résulte pas de simples phénonaaniditifs, dont les effets pourraient étre

prédits a partir de I'étude de chaque stimulus igppl seéparémentS(nclair et Mistlberger

1997. Nous n’effectuerons pas ici une étude exhaustevéoutes les modulations possibles,

mais nous nous attacherons a citer quelques exsmpkumant la complexité de ces

phénomeénes.
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a. Pendant la nuit

Une grande partie des facteurs non-photiques que aoons énonces préecédemment ont un
pouvoir modulateur sur la synchronisation photiqhiette modulation peut altérer (réduire ou
potentialiser) les déphasages induits par la lwmiat donc agir sur la vitesse de
resynchronisation (ralentir ou accélérer). Encare fois,les résultats obtenus concernent
guasi-exclusivement les animaux nocturnes.

L'accés a une rouependant lanuit subjective réduit I'amplitude desavances de phase
induites par la lumiére, mais il est sans effetlsarretards de phasBdlph et Mrosovsky
1992. De plus, ungrivation de sommeil pendant lgour subjectif diminue les retards de
phaseproduits par un créneau lumineux nocturne chétalmster syrien et la Souri€lfallet

et al. 2001 ; Mistlberger et al. 1997

Lesagonistes 5-HT(que nous détaillerons dans la partie VI. 5) &ilRY ont également une
influence sur la synchronisation photiqlre vivo, le NPY est capable’inhiber les avances
de phasesnduites par la lumiéere, mais il est sans effetles retardsWeber et Rea 1997
Néanmoins, des études plus récentes démontrenteduleY peut agirnégativement a la
fois surles avances et les retards de phagleall et Biello 2003a ; 2003b In vitro, le NPY
peut inhiber les avances et les retards de phaskiifs par le glutamatdiello et al. 1997p

et le NMDA (Yannielli et Harrington 2001a ; 200)bCette inhibition serait due a I'activation
desrécepteurs Y5 puisque l'injection d’antagonistes de ce récept#aque la modulation
négative de la synchronisation lumineusall(et Biello 2003.

L’influence GABAergique de la synchronisation photique a également étdiéguet des
données sont disponibles a la fois chez des roagesturnes et diurnes. Chez le Hamster
syrien, l'activation des récepteurs GABAarle muscimol bloque les déphasagdavances
et retards) induits par la lumiér€i(lespie et al. 1996 ; 1997Les effets du muscimol sur la
synchronisation photique chez le Rat du Nbyak et Albers 2003ksont lesmémesque
chez le Hamster syrien. Des données similairese eespeces nocturnes et diurnes ont
également été observées pour la modulation dess edte la lumiérevia I'activation des
récepteurs GABA (Novak et al. 2004 De maniére surprenante, il n’y a dopas de
différences entre especesocturnes et diurnes pour la modulation GABAergique des
déphasages induits par la lumiére, alors qu'il giste pour les effets non-photiques du
GABA sur les SCN.

Concernant les mécanismes moléculaires impliquas @amodulation de la synchronisation

photique, une théorie unificatrice a été proposémy(vood et Mrosovsky 2001 'induction
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de la transcription des gene$erl et Per2 par la lumiére pendant la nuit serait inhibée

par les facteurs non-photiquesEn effet, puisque ces derniers ont une actiontivegaur la
transcription de ces genes pendant le jour, ilgrp@nt avoir le méme effet pendant la nuit,
ce qui bloquerait I'effet photique a I'échelle moldaire. Cette hypotheése a déja été étayée par
des injections de brotizolam, une benzodiazépytokgta et al. 2000 de NPY Brewer et al.
2002 et partiellement pour celles d’agonistes GAREhlen et al. 2008 ; Novak et al. 2006
Cependantla situation est certainement plus complexeEn effet, chez le Hamster syrien
par exemple, un acces a une nouvelle roue alterddphasages induits par la lumiere sans
affecter I'expression d@erl dans les SCNGhristian et Harrington 2002; Edelstein et al.
2003. Il apparait que de nombreux autres mécanismigerttoprobablement entrer en jeu a
d’autres niveaux de I'horloge (mécanismes postdrdnnels, stabilité des ARNm...).

b. Pendant le jour

Alors que la lumiere n'a pas ou peu d’effet durlnjour, elle est capable de moduler la
synchronisation non-photique. Ldéphasagesnduits par le confinement dans umeuvelle
roue en milieu de jour sont réduitssi ce confinement est suivi par un créneau dedami
(Mrosovsky 1991 Il en est de méme pour les effets de déphagagesiits par IENPY ou
par desagonistes sérotonergiques ou GABAergiquemjectés de maniere systémique ou
localement. Ces déphasages sont modulés négativement par la ieme (Biello et
Mrosovsky 1995 ; Caldelas et al. 2005 ; Challealetl998 ; Maywood et al. 2002 ; Mintz et
al. 2002 ; Penev et al. 1997 'ordre dans lequel la stimulation lumineusdeestimulus non-
photique sont présentés (lumiere avant, pendardgpoes) ne semble pas déterminant dans
I'effet inhibiteur de la lumiére, du moins pour t@ns facteurs non-photiques.

Il semble que la réduction de I'expression des gé&wex induite par I'acces a urmouvelle
roue ou une injection d&lPY estbloquéelorsque le confinement ou l'injection est suiviid’
créeneau de lumiere(Maywood et al. 2002 ; Maywood et Mrosovsky J0®ar contre la
lumiére estsans effetsur l'inhibition dePerlinduite par des injectionrdagonistes GABA,
(Ehlen et al. 2008

Enfin, il est également intéressant de noter quelanet le jourles facteurs non-photiques
peuvent interagir entre eux Par exemple, le NPY bloque les déphasages prégopar
'administration de 5-HT en milieu de jour subjé¢fProsser 1998 Par contre, en fin de jour
subjectif, la 5-HT ou des agonistes 5-HT ne moditfijgas les avances de phases provoquées
par I'application de NPYRrosser 199B8ou de baclofen, un agoniste des récepteurs GABA
(Biggs et Prosser 1999
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Il semble que l'intégration concomitante des factens photique et non-photiques par
I’horloge circadienne principale releve de mécanises complexes et difficiles a étudier et
a interpréter. Cependant, I'étude des facteurs nomphotiques a démontré que ces
derniers pouvaient avoir un rble a jouer dans le matien et/ou I'établissement du
caractere diurne ou nocturne. Il parait alors raismnable de penser que les interactions
entre facteurs photique et non-photiques aient égaient un impact sur la diurnalité et
la nocturnalité. Dans la derniére partie de cettentroduction, nous nous attacherons
donc a décrire I'un des facteurs non-photiques etel systeme sous-jacent auquel il
appartient, car son implication dans les mécanismaggulant les comportements diurnes
et nocturnes pourrait bien se révéler fondamentalell s’agit de la sérotonine, déja
connue pour son implication dans la régulation deal veille et du sommeil Jacobs et

Fornal 1999 et donc au cceur de ce qui sépare nocturnalité eiurnalité.

VI. Le systéeme sérotonergique

La sérotoninea été découverte dans le sang ail"i§iécle Rapport et al. 1948 Le premier
réle attribué a cette molécule est d’'induire unestidction des vaisseaux sanguins. En 1953,
son réle en tant queeurotransmetteur du systeme nerveux fit mis en évidentedrog et
Page 1953 Depuis, il a été démontré que la 5-HT et pluspégélement le systéme
sérotonergique est impliqué(e) dans de tres norsbsetonctions, comme le sommelil, la
douleur, la thermorégulation et la modulation dggmes circadiens. Ce systéme est

également impliqué dans divers troubles comprefmmtiété et la dépression.

1. Données anatomiques

a. Les noyaux sérotonergiques

Les noyaux contenant de la 5-HT sont compris damédion bulbo-pontique et peuvent étre
séparés en deux groupdadgobs et Azmitia 1992
- Le groupe postérieur (ou inférieur) comprend Jaux du raphé : pallidus (B1),
obscurus (B2) et magnus (B3), ainsi qu’une régioal whkéfinie de la medulla
oblongata (B4).
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- Le groupe antérieur (ou supérieur) est composé& deyaux du raphé: médian
[NRM ; partie pontique (B5) + partie mésencéphaliqu8)Bdorsal NRD ; partie
pontique (B6) + partie mésencéphalique (B7)], lireéB8) et latéral (B9).

Le NRD est le noyau le plus riche en 5-HT (40%)l e#st subdivisé en quatre régions :

dorsomédiane, ventromédiane et deux régions lateral

b. Afférences

Les noyaux du raphé recoivent de nombreuses affésarriginaires d’autres noyaux du tronc
cérébral, comme les noyaux vestibulaires supérigaéshypoglossaux, du tractus solitaire,
du locus coeruleus, de la substance noire, de ltagmentale ventrale et de la substance grise
périagueducaleK@alen et al. 198b Des afférences proviennent également de I'hdbénu
latérale, du cortex préfrontal, de I'hnypothalamaisgs préoptiques et latérales) et du thalamus
(Sakai et al. 197)7 Il est important de noter qu’une grande parée dfférences comprennent
des interconnexions entre les différents noyauxahhé, notamment entre NRM et NRD
(Mosko et al. 1977

c. Efférences

Les projections émanant du raphé sont séparéesugrvadies principales.

- Les projections descendantegmanent des raphés postérieurs et projettentlaers
moelle épiniere. Elles sont organisées en deuxsv@i&cobs et Azmitia 19%2La
premiere voie, nommeéeie bulbospinale prend naissance dans les noyaux Bl et B4
et innerve les différentes parties de la moell@iépt. Son role serait notamment de
moduler les informations nociceptives(Ruda et al. 1982 La deuxieme voie,
originaire du NRD, va moduler le locus coeruleus.

- Les projections ascendantesprennent naissance dans les raphés antérieurs et
projettent vers le cerveau antérieur. La majordécds fibres ne sont pas myélinisées
(Azmitia et Gannon 1983Elles sont organisées en trois voidsrsale, médialeet
ventrale et se rejoignent plus rostralement, constituaet partie du faisceau médial
du télencéphale. Ces trois voies innervent quadirtmeres les régions du cerveau
mais de maniére plus ou moins importante. Les jpates régions innervées sont le
bulbe olfactif, la région septale, I'hippocampe,nigostriatum, I'amygdale, le cortex
cérébral, le thalamus (dont les IGL) et I'hypotimaless Azmitia et Segal 1978Dans
cette derniere structure, nous avons déja precisdes SCN recevaient des afférences
du NRM (Meyer-Berstein et Morin 1996
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2. Les neurones sérotonergiques

a. De la synthése a la dégradation

La 5-HT est une amine biogéne faisant partieiddslamines Le précurseur de la synthese
de 5-HT est l'acide amink-tryptophane (L-Trp). Ce dernier est apporté par I'alimentation
et rejoint le systeme nerveux centvéd des transporteurs. La voie de synthése est composé
de deux étaped-igure 14) et se déroule dans les terminaisons présynagtidquepremiere
implique latryptophane hydroxylase (TPH), 'enzyme limitante de cette voie de synthéese
(Lovenberg et al. 1967 qui permet de transformer le L-Trp en 5-hydrogytophane (5-
HTP). Le 5-HTP subit alors une décarboxylation dapiia la décarboxylase des acides
aminés aromatiques (AADC) produisantldnydroxytryptamine (5-HT) ou sérotonine La
AADC n’est pas considérée comme limitante pouritsynthése de 5-HT. En effet, elle est
fortement exprimée dans le cerveau et son acevigymatique est 50 a 100 fois plus élevée
gue celle de la TPH. Il existe deux formes de TPHPH1 dans les tissus périphériques et

TPH2 dans le systéeme nerveux central.

2N’ “CH
Tryptophane s
(L-Trp) N N

Tryptop hane Hydroxylase i
(TPH)

5-Hydroxytryptophane NG
{5-HTP) o
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-
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(AADC)
5Hy droxytry ptamine #
(Sérotonine, 5-HT) H@/oﬁ

Monoamine oxydase
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5-Hydroxyindole acide acétique oH
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Figure 14 : Voies de biosynthése et de dégradation de la sérotonine. Les enzymes
intervenant dans ces voies sont indiguées en rtaligue.

Une foie synthétisée, la 5-HT va étre stockée ddes vésicules de sécrétiorvia le
transporteur vésiculaire des monoamines. Dans €sisules, la 5-HT se lie a une protéine
spécifique, I&SBP (serotonin binding protein)formant le complexe 5-HT-SBR5€rshon et

al. 1983. Une fois libérée dans la fente synaptique, legexe se dissocie et la 5-HT peut se
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fixer sur ses récepteurs. La 5-HT est ensuite gBmide I'espace extracellulaire grace a un
transporteur de recapture spécifigue de la sérotome (SERT) situé sur des neurones
sérotonergiques et non-sérotonergiques, ainsi gules cellule glialesRickel et Chan 1999 ;
Zhou et al. 1998 Dans le milieu intracellulaire, la 5-HT est aagapidement catabolisée en
5-hydroxyindole acide acétique (5-HIAA par I'action successive de deux enzymes, la

monoamine oxydase (MAQO) puis I'aldéhyde déshydragén

b. Activité électrique

L’activité électrique des neurones a 5-HT lestte et réguliereet possede uneomposante
intrinseque observéan vivo (Aghajanian et Vandermaelen 198Pe plus, lorsque le NRD
est isolé de ses afférences, les neurones desteitture continuent a présenter un lent profil
d’activité rythmique fosko et Jacobs 19Y.7

De nombreux facteurs régulent I'activité électriques neurones a 5-HT. Parmi eux, on
retrouve la 5-HT elle-méme, qui exerce son réleuliagurvia des auto-récepteurs 5-HT
présynaptiques (voir VI. 3). D’'autres neurotrangmes influent aussi sur cette activité de
maniére positive (noradrénaline et glutamate) @atiée (GABA, histamine et glycine).

Le cycle veille-sommeilest corélé a l'activité des neurones a 5-HT. Hatethez le Chat,
l'activité des neurones a 5-HT du NRD est lentaégiuliere pendant lphase de veille
(Trulson et Jacobs 1979Lors de I'entrée dans la phase de sommeil, eetigité décroit et
perd sa rythmicité, jusqu’disparition compléte de l'activité une fois que I'animal engme
sommeil paradoxal De plus, la libération de 5-HT est corrélée ectiaté électrique
(maximale pendant la veille, minimale pendant Ims®il paradoxal). Ces résultats mettent

en avant I'étroite relation qui lie le systeme sénergique au cycle veille-sommeil.

3. Les récepteurs sérotonergiques

Le systéme sérotonergique est sans aucun douystiare neurochimique possédant le plus
grand nombre de sous-types de récepteurs différ@nte jour,15 génescodant pour ces
récepteurs ont été clonés dans le cerveau des MaremiHoyer et Martin 199Y. Sept
difféerentes classe®nt été mises en évidence et I'on peut les répamtb groupes. Le premier
groupe comprend lecepteurs 5-HTz (5-HTsa, 5-HTsg, 5-HTsc, 5-HTsp et 5-HTzg), seul
groupe représentant la famille désepteurs ionotropiques (récepteurs canaux).es autres
groupes sont tous formés d€&cepteurs métabotropiques (récepteurs couplés aux
protéines G)que l'on distingue en fonction du systeme princgeseconds messagers qu’ils

activent :
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- Groupe couplé aux protéinesi&a, : 5-HTia, 5-HTig 5-HT1p 5-HTieet 5-HTik
- Groupe couplé aux protéines3 5-HTa, 5-HTog et 5-HToc.
- Groupe couplé aux protéines Gs : 5;H3-HTs, 5-HT7a, 5-HT7g, 5-HT7c et 5-HTp.
- Groupe dont le couplage est incertain : 5@t 5-HTsg.
De plus, I'épissage alternatif, I'édition de 'ARNet les modifications post-traductionnelles

augmentent encore la diversité des récepteurs otépimues a la sérotonine.

a. Les récepteurs 5-HTia

Les récepteurs 5-HT;a sont trés largement distribués dans tout le systaemveux central
(Lanfumey et Hamon 20P4En fonction des structures, ils peuvent grésynaptiques
(auto-récepteurs) goostsynaptiques:

- Les auto-récepteurs présynaptiquessont essentiellement localisés dans les corps
cellulaires et les dendrites des neurones 5-HNRD, et duNRM (Riad et al. 2000 ;
Sotelo et al. 1990 lls agissent eninhibant l'activité électrique (Sprouse et
Aghajanian 198§ la synthese (Hillegaart et al. 199) et la libération de 5-HT
(Hjorth et Sharp 1991

- Lesrécepteurs postsynaptiquesont été caractérisés dans de nombreuses structures
cérébrales, comme I'hippocampe, le septum, I'amiggda cortex et [esSCN. lIs
seraient notamment impliqués dans l'inhibition debtentialisation a long-terme, la
neurogenése, la réduction de la longueur des desaddat du nombre d’épines
dendritiques ainsi que dans légulation de la synchronisation de I'horloge
circadienne principale (Bockaert et al. 2006

La voie de transduction intracellulaire principaetiveée par les récepteurs 5-ATinhibe
'AMPc (De Vivo et Maayani 1986 ; Weiss et al. 1988gure 15). Cependant les récepteurs
5-HT;a situés dans le NRD ne semblent pas étre couptéstei voie Bockaert et al. 2006
D’autres voies peuvent également étre activRegrond et al. 2001Figure 15). L’agoniste
des récepteurs 5-H{ le plus utilisé a I’heure actuelle est3€H-DPAT ou son énantiomere
positif le (+)8-OH-DPAT. Cependant ces deux agonistes ont également finkéapour le
récepteur 5-HT bien gu’elle soit plus faible. Il existe égalememrtaines molécules qui
jouent un role d’agoniste/antagoniste mixte comendBlAN-190, le BMY7378 et le S15535.
Ces substances agiraient comme agoniste partiehiaeau présynaptique et comme
antagoniste au niveau postsynaptiqueWA&Y-100635 est I'antagoniste ayant la plus grande

spécificité pour les récepteurs 5-HTa I'heure actuelle.
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Figure 15 : Voies de signalisation intracellulaire et effecteurs des récepteurs 5-HT (en
bleu dans les neurones, en gris dans les lignées cellulaires transfectées).
(Daprés Bockaert et al. 2006)

b. Les récepteurs 5-HTig et 5-HTyp

Les récepteurs 5-HT;g et 5-HT;p ont une large part d’homologie de séquence. Mais a
gue les récepteurs 5-hi sont trés largement présents dans plusieurs stesctérébrales
(cortex frontal, striatum eBCN), les récepteurs 5-HF sont faiblement exprimés dans le
systeme nerveux central, dont le NRD, les ganglibiggminaux, le striatum et le cortex
frontal Bockaert et al. 2006 ; Hou et al. 2001 ; RobertPrte 200).

Ces deux types de récepteurs ne sont pas situéslemrcorps cellulaires mais dans les
terminaisons présynaptiquesdes neurones a 5-HT (auto-récepteurs) et des memra

dopamine, GABA et glutamate (hétéro-récepteurs)omit unrdle inhibiteur de la libération
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des neurotransmetteurs(Pauwels 1997, Riad et al. 2000 ; Sari et al. 19%tarke et al.
1989. Dans les SCN de Souris, ils permettraient Ifition de la libération de glutamate
provenant du RHT, mais également celle de GABA desigellules des SCNBfamley et al.
2005; Pickard et al. 1999 aboutissant a unerégulation des mécanismes de
synchronisation Les études pharmacologiques et génétiques sumggre les récepteurs 5-
HT.g seraient aussi impliqués dans les troubles olmsessls compulsifs, la dépression, le
sommeil et le développement axorab¢kaert et al. 2006

Ces deux types de récepteurs soé@gativement couplés a I'AC mais d’autres voies de
transduction ont été caractérised®aymond et al. 2001 Figure 15). Les propriétés
pharmacologiques des récepteurs 5¢1at 5-HT;p sont Iégérement différentes. TEMPP

et le pindolol sont respectivement agoniste et antagoniste aepteurs 5-Hig mais ils
présentent une affinité pour les autres réceptedit¥,. Pour les récepteurs 5-k on peut
citer I'agonistePNU 109291et I'antagoniste spécifiguBRL 15572 Il existe également une

classe d’agonistes 5-Hd/1p, les triptans, qui sont des antimigraineux.

c. Les récepteurs 5-HTi et 5-HTyr

Ces deux sous-types de récepteurs sont préserddadaarveau, mais peu de données sont
disponibles en ce qui concerne leur localisatias tecepteurs 5-HfF ont notamment été mis
en évidence, au nivegurésynaptique, dans le nerf trigéminal et seraient impliquéspkrs

des récepteurs 5-Hgip dans les effets des triptankafifumey et Hannon 20p4Un
couplage négatif a 'ACa été démontré dans des cellules hétérologues, masi dans les

neuronesRaymond et al. 2001Figure 15).

d. Les récepteurs 5-HT:,

Les récepteurs 5-HT,» sont distribués dans de nombreuses structuresmeota cortex
préfrontal ou ils sont particulierement abondanisgalement dans les ganglions de la base, la
moelle épiniére et 1eSCN. Leur localisation a été particulierement étudiéms le cortex
préfrontal Bockaert et al. 2006 On les trouve notamment dans le soma, les desdzt les
axones des cellules pyramidales. lls ont été miséeidence aux niveawpre- et
postsynaptiques lls semblent étre impliqués dans des désordrestame, comme la
dépression et la schizophrénkrgeze et Roth, 1998lls sont probablement le site d’action
des hallucinogenes, dont le LSBghajanian et Marek 1999Leur réle dans la rythmicité

circadienne est pour le moment inconnu.
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lIs sont couplés activation de la PLC, mais peuvent également activer d’autres voies
(Raymond et al. 2001Figure 15). Il n'existe pas d’agoniste spécifique pour cetiasse,
mais seulement des agonistes spécifiques aux ekge@-HT, comme |eDOI. En revanche,

il existe un antagoniste spécifigue, MDL 100907. De maniere surprenante, certains
antagonistes moins spécifiques (mianserine, spigenmeserguline), administrés de maniere
chronigue, induisent une désensibilisation et ntermalisation des récepteurs 544,Tin vivo
etin vitro (Roth et Ciaranello 1991 ; Sanders-Bush 1990

e. Les récepteurs 5-HTz

Ce sous-type de récepteur a été localisé dans upseleggions cérébrales : le cervelet, le
septum latéral, I'hnypothalamus dorsal et 'amygdalédiale. Le role de ces récepteurs reste
méconnu. Il active laoie de la PLCainsi que d’autres voies de signalisatiBaymond et al.
2001; Figure 15. Un agoniste spécifiqudB{V 723C86, ainsi qu’un antagoniste spécifique
(SB 200648 sont disponibles pour ce sous-type de récepteur.

f. Les récepteurs 5-HTx¢

Les récepteurs 5-HT,c ont été les premiers récepteurs serotonergiques €l oric et al.
1992. C’est le seul récepteur métabotropique de tyg¢T5connu pour étre régulé par
édition. Sept isoformes différentes ont été carm@éés chez le Rat. Ces récepteurs sont
exprimés majoritairement dans le plexus choroidpamticipant au contréle de la production
du liquide céphalo-rachidien, mais on les retroégalement dans les ganglions de la base,
I'hippocampe, I'hypothalamus et particulieremenhsldesSCN ou ils interviennent dans la
régulation de la synchronisation Ce sous-type de récepteur peut étre pré- ou
postsynaptique.

Comme les autres récepteurs 5;H@ voie de transduction principale activée edieate la
PLC, bien que d’autres voies aient été caractériddeSS(ew et al. 2002 ; Raymond et al.
2001; Figure 15). Un agoniste WAY-161503 et un antagonisteSB 242084, tous deux
spécifiques, sont disponibles. Certains agonistesoguent une désensibilisation et une

internalisation de ce récepteur lors d’injectiohsoniques $chlag et al. 2004

g. Les récepteurs 5-HT3

Contrairement aux autres récepteurs sérotonergigaesous-type de récepteur appartient a la
famille desrécepteurs ionotropiques Leur structure est celle dmnaux cationiques non-

spécifiques(Na’, C&* et K') ayant les méme caractéristiques électrophysiglEs que les
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canaux nicotiniques et GABA(Boess et Martin 1994 Cing différents variants de récepteurs
5-HT3; ont été mis en évidence (5-kAT 5-HT3g, 5-HTsc, 5-HTsp et 5-HTzg), mais pour les
trois derniers, aucune étude fonctionnelle n'a emété réaliséeBpess et al. 1995 ; Niesler et
al. 2003. Le récepteur 5-Hi est présent sous la forme de deux variants (ujnébnn court)
ayant une distribution, une pharmacologie et desctéristiques eélectrophysiologiques
similaires Miquel et al. 199% La distribution du récepteur 5-Bg semble par contre
différente de celle du récepteur 54T (Morales et Wang 2002 Une combinaison
hétérodimérique, composée de sous-uniteédHT;a et 5-HT3g, semble étre nécessaire pour
gque les récepteurs soient pleinement fonctionné&s. effet, les récepteurs formés
d’homodimeéres de chaque sous-unité ont une faimelwctance et provoquent des réponses
de basse amplitud®(bin et al. 1999

Les récepteurs 5-HTont été mis en évidence dans de nombreuses sgsctérébrales
incluant I'hippocampe, le noyau accumbens, 'amygdee noyau dorsal moteur du tractus
solitaire et l'area postrema. Localisés au niveagsynaptique, leur activation induit un
courant cationique entrant provoquant une rapig®ldésation des neurones, ce tpuorise

la libération de neurotransmetteurs Ces effets ont été observés pour la NA dans
I'hippocampe Feuerstein et Hertting 1986la dopamine (DA) dans le noyau accumbens et
'amygdale De Deurwaerdere et al. 1998e GABA dans la moelle épinier&gwamata et

al. 2003 et le glutamate dans 'aera postrerRan@hashi et al. 2004 Il existe un agoniste

(m-CPBG) et un antagonist@fidansetror) hautement spécifiques.

h. Les récepteurs 5-HT;

Lesrécepteurs 5-HT, sont soumis a I'épissage alternatif et a ce jauwvdriants fonctionnels
ont été caractérise8énder et al. 2000 ; Hiroi et al. 20R1Cependant, le réle fonctionnel
d'un tel nombre d’isoformes reste a élucider. Larptacologie de ces variants semble étre
similaire, contrairement a leur distribution. liens présents dans I'’hypothalamus, le noyau
accumbens, I'amygdale, le bulbe olfactif, I'hippogae, la substance noire et le septum. lls
seraient localisés au niveauésynaptique permettant’augmentation de la libération de
neurotransmetteurs (acétylcholine, DA, 5-HT, GABA). On les trouve égaent au niveau
postsynaptique lls interviendraient dans la potentialisationaéd-terme et moduleraient
l'activité du NRD, I'apprentissage, la mémoire, pg®nomenes de récompense, et le stress.
Ces récepteurs activent de nombreuses voies daltretion, la principale étant celteuplée
positivement a I'AC (Figure 15). De nombreux ligands spécifiques sont disponiptas ce
récepteurs, comme le BIMU 8, un agoniste et le GRO&, un antagoniste.
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i. Les récepteurs 5-HTs

Deux sous-types decepteurs 5-HTs (5-HTsa et 5-HTsg) ont été trouvés chez les rongeurs.
lls ont été localisés dans I'hypothalamus incldaaSCN, I'hippocampe, la fimbria, le corps
calleux et la paroi des ventricules cérébraux. @rction de la structure cérébrale, ils sont
présents dans les astrocytes ou les neuronesgiai@éers comme auto-récepteurs).

Ces récepteurs seraietuplés négativement a I’'AC, mais aucune étude n’a identifié ce
couplage dans des cellules neuronateguie 15). Il n’existe pas d’agoniste et d’antagoniste
spécifiqgues pour ces récepteurs. On peut citér@d comme agoniste non spécifique et la

ritansérine comme antagoniste non spécifique.

j. Les récepteurs 5-HT,

Ces récepteurs sont fortement exprimés dans lesnggmbiques et corticales, mais aussi
dans le bulbe olfactif et le striatum. Dans ce$édintes régions, ils ne sont pas exprimés
dans les neurones sérotonergiques, mais essangelledans les neurones GABAergiques.
Ces récepteurs auraient des roles possibles dandékordres psychotiques et affectifs,
'anxiété, I'épilepsie, et la mémoire.

Il N’y a & ce jour qu'une seule voie de transductmtivée par ces récepteurs, celbeiplée
positivement a I’AC (Figure 15). Alors gu'il existe un antagoniste spécifiqugB(271048,

aucun agoniste spécifique n’est pour le momentodissye.

k. Les récepteurs 5-HTy

Il existe quatre variants pour ledcepteurs 5-HT; (5-HTa, 5-HTg, 5-HT7c et 5-HTp;
Heidmann et al. 1997mais leur pharmacologie, leur voie de transduacébleur distribution
semblent étre similairesldsper et al. 1997 On les trouve dans I&CN, le thalamus, le
cortex, I'hippocampe, 'amygdale, le cervelet, @liculus supérieur et les noyaux du raphé.
lls seraient plutépostsynaptiques(Clemett et al. 1999et majoritairement situés dans les
neurones GABAergiques lls interviendraient dans la thermorégulatiorgctivation du
sommeil paradoxal, I'apprentissage, la mémoireplardle de la libération hormonale et dans
larégulation de la synchronisation de I'horloge circdienne principale.

Les récepteurs 5-HTsontcouplés positivement a I’AG mais encore une fois d’autres voies
de signalisation ont été mises en évidenegure 15). Jusqu’'a trés récemment, aucun
agoniste spécifique n’était disponible et le 8-ORAT et son énantiomere positif étaient trés

utilisés (malgré leur affinité plus forte pour lexcepteurs 5-Hikh). Cependant, un agoniste
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spécifiqgue AS19 est maintenant disponible. Il existe aussi umgmniste spécifique, I18B
269970

4. Contrdle circadien du systéme sérotonergique

a. Tryptophane hydroxylase et rythmicité circadienne

L’enzyme limitante de la synthese de 5-HT dansdeveau, laTPH2, est sous controle
circadien. En effet chez des Rats placés en Djiveau d’ARNmM de cette enzyme est
rythmique dans INRD et le NRM avec unevaleur maximale en fin de jour subjectif
(Malek et al. 200p Il existe également des variations circadiersthesiveau de Igrotéine
TPH2 dans ces mémes structures, qui présententaximum en milieu de nuit subjective
(Malek et al. 200 Cette rythmicité est également observée danS@s (Barassin et al.
2002 et lesIGL (Malek et al. 2004 avec un décalage, puisque le pic du niveaprdiine

a lieu enfin de jour subjectif. Il semblerait donc que la TPH2 soit d’abord exge dans le
NRD et le NRM, pour étre ensuite transportée aetrmves axones jusqu’aux terminaisons
situées dans les SCN et les IGL.

Les données qui concernent la rythmicité journalde I'activité enzymatique de la TPH sont
par contre contradictoires. Alors qu’une étude démsoun rythme d’activité enzymatique
avec des valeurs maximales en milieu de j&an(et al. 197Y, d’autres travaux ont mis en
évidence une absence de rythmicMelennan et Lees 19Y.8I n'est donc pas possible de
conclure quant a la rythmicité circadienne de Raig enzymatique de la TPH.

Les mécanismes qui permettent le contréle rythmagiéa synthése de TPH2 impliquent le
rythme de corticostérone plasmatique Nlalek et al. 200Y En effet des animaux
adrénalectomisés ne présentent plus de variatieasntveaux d’ARNm déph2 De plus
guand on restaure artificiellement le rythme deticostérone, cela restaure également la
rythmicité de I'expression dé€ph2 L’activité locomotrice serait également capablafier
sur I'expression d&ph2 (Malek et al. 200y Ce sont donc des sorties rythmiques de
I'horloge qui viendraient réguler le fonctionnementcircadien de la TPH2 et donc de la
5-HT dans les noyaux du raphé.

b. Sérotonine et rythmicité circadienne

Les variations de la quantité de sérotonine comtemans le cerveau entier sont connues
depuis longtemps et présentent des valeurs maxsngeadant le jour chez le Rapuay

1969. Ce n'est que plus récemment que des donnéesténbbtenues dans I€CN
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concernant le contenu en 5-HT et son métabolifeHBAA (Poncet et al. 1993 Chez le Rat,

le rythme de5-HT présente degaleurs maximales en fin de nuitsuivies trois heures plus
tard d'un pic de 5-HIAA. De plus, la technigue décradialyse a permis de détecter une
rythmicité de ldibération de 5-HT dans les SCNdu Hamster syrierDudley et al. 199Bet

du Rat Barassin et al. 2002avec dewaleurs maximales en début de nuit subjectivd_e
méme type de rythmicité a été trouvée dansl@s du Hamster syrienGrossman et al.
2009). Par contre, aucune donnée n’'est disponible ERISCN des animaux diurnes. Les
pics de contenu et de libération de 5-HT surviehgerelques heures apres celui de la TPH2,
suggérant que le rythme de la TPH2 contréle lamithé de la 5-HT.

Le réle de la libération rythmique de 5-HT dans $3N et les IGL reste méconnu. Etant
donné que dans les SCN et IGL des especes noctuansérotonine présente des valeurs
maximales pendant la nuit, moment ou ces animaux actifs, le rythme de sérotonine
pourrait indiquer a I'horloge circadienne principal e que les animaux sont en phase de
veille. Cependant, comme nous allons le voir maintenarggtotonine a d’autres réles dans

les SCN a la fois pendant le jour et la nuit.

5. Role de la sérotonine dans les rythmes circadiens

a. Récepteurs sérotonergiques

Un grand nombre de sous-types de récepteurs sérgiqnes sont exprimés a la surface de la
membrane plasmique des cellules des SCN, donttlaengarie légérement en fonction de
'espece étudiée. Nous ne citerons ici que les éesirobtenues chez le Hamster syrien, la
Souris et le RatTableau 2, espéces les plus étudiées dans le cadre degldatién
sérotonergique des SCN. Encore une fois, aucuneégon’est disponible chez les rongeurs

diurnes.
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Recepteurs Rat Hamster syrien Souris
5-HT14 Oui Oui® Oui°
5-HTs Oui® Oui® Oui
5-HT,, Oui? ?
5-HT,¢ Oui? ?
5-HT; ? ?
5-HTsa Oui" Oui’ .
5-HT; Oui’ Oui* Oui

Tableau 2. Localisation des sous-types de récepteurs 5-HT dans les SCN observée par
autoradiographie et immunohistochimie.

La présence des récepteurs 5-HTi, dans les SCN de rat n'a pas été décrite, par contre
il existe des données pour I'ARNm codant pour ce récepteur.

?=Inconnu. Références a) Wright et al. 1995 ; b) Duncan et al. 1999; c) Bonaventure et
al. 2002; d) Manrique et al. 1994; e) Pickard et al. 1999; f) Belenky et Pickard 2001; g)
Moyer et Kennaway 1999; h) Oliver et al. 2000; i) Duncan et al. 2000; j) Neumaier et al.
2001,

Il apparait que la majorité des récepteurs sérogamees trouvés chez une espéce sont
retrouvés chez les deux autres, hormis pour lesptéars 5-H7a et 5-HT,c, uniguement
localisés chez le Rat a ce jour, ainsi que popréaence des récepteurs 5sjd@ians les SCN

de Souris, non étudiés pour le moment. Le cas deptéur 5-H¥ est particulier, car des
études (voir VI. 5. ¢.) montrent que son activatemtraine des effets sur I'horloge, mais
aucun résultat n’a pour le moment mis en évideegeprésence dans les SCN. Bien que tous
ces récepteurs soient présents dans les SCN, laritdajles études n’indiquent pas ou
rarement si ces récepteurs sont pré- ou postsyu@stiet ne précisent pas sur quels types de
neurones ils sont exprimes.

De plus, dans les structures participant a la naddui sérotonergique de 'horloge (NRD,
NRM, IGL), directement ou indirectement, on troldgalement des récepteurs 5-HT, comme
les récepteurs 5-HX (agissant comme auto-récepteurs) ou les récept&ull;

(Bonaventure et al. 2002 ; Chalmer et Watson 199uincan et Hensler 2002

b. Chez le Hamster syrien et la Souris

Les différentes études menées chez le Hamstensgrila Souris ont montré que le systéeme
sérotonergique agissait sur les SCN de manierdagienchez ces deux especes nocturnes.
L’étude dedésions des fibres 5-HT par I'application d’'une neurotoxine, ¥7-DHT (5,7-
dihydroxytryptamine), a fourni quelques indices mjuzu réle de ce systeme. Chez le Hamster
syrien, I'absence de ces fibres provoqualltngement de la période d’activitéen LD et en
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DD (Meyer-Berstein et al. 1997 ; Smale et al. 199n LL, l'allongement de la période
endogene normalement observée disparait chez ralanayant subi une lésion des noyaux
du raphé Keyer-Berstein et al. 1997Chez la Souris, la Iésion des fibres 5-bloque les
avances de phasee l'activité locomotrice observées en milieu derj lors de I'accés a une
nouvelle roue Edgar et al. 199¥% Au vu de ces résultatde systeme sérotonergique
fournirait des informations aux SCN permettant la nodulation de 'activité locomotrice.

Les nombreuses études pharmacologiques, menéedechieamster syrien et la Souris, ont
mis en évidence deux réles principaux du systemaaeergique sur I'horloge qui sont de
type non-photique.

Premierement,les agonistes 5-HT produisent des avances de phasds I'activité
locomotrice ainsi qu’une diminution transitoire dela transcription de Perlet Per2dans

les SCN quand ils sont injectés en milieu de jourubjectif de maniére systémique ou
localement(Caldelas et al. 2005 ; Challet et al. 1998 ; Cutregt al. 1994 ; 1996 ; Ehlen et
al. 2001 ; Horikawa et al. 2000 ; Horikawa et Shi®&2004 ; Mendoza et al. 2008n vitro,

la fluoxétine, un inhibiteur de recapture de la sérotaine utilisé dans le traitement de la
dépression produit desavances de phasele l'activité électrique deSCN (Prosser et al.
2006. Ces effets sont donc de typen-photique, comme ceux observés avec l'accés a une
nouvelle roue ou une injection de NPY. Les agonits plus utilisés pour observer ces effets
sont le 8-OH-DPAT et le (+)8-OH-DPAT, tous deux agonistes des récepteurs aHT
L’implication d'un seul de ces deux récepteurs lesitement controversée. En effet, d’'une
part, certaines études mettent en avamplication du récepteur 5-HT 14, puisque des
antagonistes de ce récepteur (pindolol) bloquestelifets de déphasages observés apres
injection de 8-OH-DPAT Tominaga et al. 1992 De plus, les Souris mutantes pour ce
récepteur ne présentent plus de déphasage en eépan8-OH-DPAT $mith et al. 2008
D’autre part)es récepteurs 5-HT seraient également impliquéscar des antagonistes de ce
récepteur (DR4004 ou SB269970) bloquent les effat8-OH-DPAT Duncan et al. 2004 ;
Ehlen et al. 2001l et les Souris mutantes pour le récepteur 5-H& présentent plus de
déphasage en réponse a cet agoniGardani et Biello 2008 Ces résultats suggérent
fortement queces deux récepteurs sont indispensablesfin d’observer les effets non-
photiques du systéme sérotonergique sur I'horl@ge plus, une stimulation électrique des
NRD ou des NRM provoque une libération de 5-HT aissant a des avances de phase de
l'activité locomotrice Meyer-Berstein et Morin 1999Des injections de 8-OH-DPAT dans

les IGL ou le NRD induisent également des avaneeghdisesCGhallet et al. 1998 ; Duncan
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et al. 2004. Le NRD, le NRM et les IGL seraient donc égalementripliqués dans les
effets non-photiques.

Deuxiemement,le systéme sérotonergiqgue est également capable deoduler la
synchronisation photique de I'horloge. En effet, Ig injections systémiques ou locales de
8-OH-DPAT précédant un créneau de lumiére inhibena la fois les retards et les avances
de phase de I'activité locomotrice normalement indits par la lumiére (Rea et al. 1994 ;
Weber et al. 1998 Figure 16), ainsi que I'expression de FOS dans les SC{&lass et al.
1994 ;Rea et al. 199¥4

Retards Avances
de phase de phase
(CT14) (CT19)

Temps (h) Temps (h)

Temps (j)

Temps (j)

Temps (j)

8-OH-DPAT seul

Figure 16 : Modulation sérotonergigue des déphasages de /activité locomotrice induits
par des créneaux lumineux en début (CTI14) ou fin (CT19) de nuit subjective chez le
Hamster syrien.

En haut sont représentés les déphasages induits par la lumiére. Au milieu, on observe
I'inhibition des déphasages apreés injection de 8-OH-DPAT. En bas, on remarque que le 8-
OH-DPAT n'a pas d'effet quand il est injecté seul. Les triangles représentent le moment
ot le traitement est appliqué.

(Daprés Rea et al. 1994)
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Chez la Souris, il semble cependant que le 8-OH-DRA soit pas aussi efficace que chez le
Hamster syrienAntle et al. 2008 D’autres substances provoquent également dets aff
Vivo, au niveau de l'activité locomotrice et électrigaede I'expression de FOS, commésia
HT elle-méme, laquipazine et le 5-CT (deux agonistes 5-HT non spécifiqueRea et al.
1994 ; Selim et al. 1993 ; Ying et Rusak 1994 ; 19@msi que ldluoxétine (Challet et al.
2001 ; Gannon et Millan 200y Ces effets seraient en partie dis a@septeurs 5-HTia
(Gannon 2003 ; Mistleberger et Antle 1998 ; Smitlalet2008 ; Ying et Rusak 1994mais
également auxécepteurs 5-HT; (Gardani et Biello 2008 ;Ying et Rusak 1997 Les
récepteurs 5-HTyg y participeraient également, puisque par exengas,agonistes (TFMPP)
de ce récepteur inhibent les déphasages de l'#ctadomotrice et de I'activité électrique des
SCN induits respectivement par la lumiére ou par stimulation du nerf optique chez le
Hamster syrien et la Souri®i¢kard et al. 1996 ; 1999; Pickard et Rea 1997ith et al.
2001 ; Srkalovic et al. 1994De maniéere surprenante, les réponses a la lara@mt réduites
chez les Souris mutantes 5-tgTSollars et al. 2006 Ces effets seraient dis a la localisation
d’'une partie des récepteurs 54dBur les neurones GABAergiques des SBkafnley et al.
20095.

Hormis les deux effets principaux que nous vendésahcer, certains composés particuliers
(NAN-190, BMY7378 S15535, MKC-24psont capables dmotentialiser les déphasagede
I'activité locomotrice induits par la lumiér@&yku et Gannon 2000 ; Gannon 2003 ; Gannon
et Millan 2006; Matsuda et al. 1995 ; Rea et al. 1995 ; Sterniczuuéll. 2008, Takahashi et
al. 2009. La plupart de ces composeés agiraient comme sigendes autorécepteurs 5T
situés dans le raphé et comme antagonistes dggaare5-HTa postsynaptiques situés dans
les SCN. Cet effet mixte causerait uiogte diminution de la quantité de 5-HT présente

dans les SCNDudley et al. 1998 aboutissant a la potentialisation des déphasages

c. Chez le Rat

La situation, beaucoup plus complexe chez le Rat, en exergu@n paradoxe en ce qui
concerne la modulation sérotonergique de I'horlogeadienne principale chez les rongeurs
nocturnes. Une seule étude montre queui@azine (un agoniste 5-HT non spécifique) et le
8-OH-DPAT provoquent desivances de phasale I'activité locomotrice quand ils sont
injectés ermilieu de jour subjectif Edgar et al. 1998 Ce résultat indique donc que la 5-HT
agirait de manier@on-photique chez le Rat, comme chez le Hamster syrien et l&i§o
Cependant, il s’agit du seul résultat de ce typterab chez le Rain vivo, alors qu’une
multitude de données mettent en avant un autredgla modulation sérotonergique des SCN
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chez cette espéece. En effet, pendant la nuit silgeaes injections systémiques et locales
d’agonistes non spécifiques, commeglaipazine (5-HT; > 5-HT;5 > 5-HTyg), le DOI (5-
HT,a > 5-HToc > 5-HTog), le MCPP (5-HT,c > 5-HTog > 5-HToa > 5-HTy) et lemCPBG (un
agoniste spécifique des récepteurs SHHProvoquent desdéphasages de [I'activité
locomotrice similaires a ceux observés en réponsdalumiére (Graff et al. 2005 ; 2007 ;
Kalkowski et Wollnik 1999 ; Kennaway et al. 199%6ennaway et Moyer 1998; Kohler et al.
1999 ; Figure 17). De plus, la plupart de ces composés induiseet augmentation de
'expression des gené%erl et Per2 et de la protéin€OS dans les SCN, ce qui est identique
aux effets produits par la lumiére pendant la aulijective Graff et al. 2007 ; Varcoe et al.,
2003 ; Varcoe et Kennaway 2008n parle alors d’effets digpe photique ou « photic-
like » pour cette modulation sérotonergique particulignd@ mime la synchronisation

photique.

Jour subjectif ~ Nuit subjective
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Figure 17 : Courbe de réponse de phase pour /a quijpazine chez /e Rat.
Les déphasages sont représentés par des carrés pour la quipazine et par des ronds pour

le témoin (NaCl).
(D aprés Kohler et al. 1999).

Il semble que deux sous-types de récepteurs 5-Hantsampliqués dans ces effets. Le
premier est lgécepteur 5-HT,c. En effet, les effets induits par des injectioesOIl sont

bloqués par des pré-traitements utilisant des antafgs spécifiques des récepteurs 5HT
(Kennaway et al. 20Q1qui sont présents dans les SCN du Rat (et dgoélsence n’a pas été
déterminée chez le Hamster syrien et la Souris).deexieme récepteur potentiellement
impliqué dans ces effets est hécepteur 5-HT;, puisque des injections d’agonistes

spécifiqgues de ce sous-type de récepteur (MCPB@)oguent également des déphasages
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photic-like Graff et al. 200}. Cependant, les récepteurs 5sHTont, a ce jour, pas été
directement identifiés dans les SCN chez le Risedutres rongeurs nocturnes.

De maniere surprenante, peu d'études portent sumddulation sérotonergique de la
synchronisation photique chez le Rat. On peut cjtex I'induction de FOS en réponse a la
lumiére, normalement réduite par des traitement8-@H-DPAT chez le Hamster syrien
(Glass et al. 1994 Rea et al. 1994 ne I'est que faiblement chez le RRe€io et al. 1996

Alors que les donnédés vivo impliguent majoritairement le systéme sérotonergidans une
modulation de typehotique chez le Rat, les résultats obtennsvitro chez cette espéce
impliquent ce systéme dans une modulation de tygpephotique. Des infusions dB-HT,

de quipazine, de 5-CT, de 8-OH-DPAT et de fluoxétine, réalisées sur des tranches
hypothalamiques emilieu de jour subjectif, provoquent deavances de phasde I'activité
électrigue des SCNMedanic et Gillette 1992; Prosser et al. 1990 ; 392006; Shibata et
al. 1992 ; Sprouse et al. 2006Ces effets n’étant pas inhibés aprés applicatienT TX
(Prosser et al. 1992 connue pour bloquer la transmission synaptigunepeut supposer que
les effets de ces composés sérotonergiques sont add&ctivation de récepteurs
postsynaptiques. Lesecepteurs 5-HT; seraient responsables de ces effets non-photiques
observésn vitro (Sprouse et al. 2005mais on ne peut exclure une implication possilas
récepteurs 5-HT;a. De plus, lesécepteurs 5-HTsa pourraient également participer a ces
effets Sprouse et al. 2004

Le systéme sérotonergique qui projette massivementers les SCN est contrlé a
différents niveaux par le systeme circadien. En reur, la sérotonine libérée dans les
SCN a des effets complexes et multiples sur le faiomnement de I'horloge circadienne

principale. Cela est di a la multitude de sous-tygede récepteurs 5-HT présents dans
cette structure. De plus, le type d’effet semble géndant de I'espece ainsi que de I'heure
circadienne. On peut alors se demander de quelle migre agit le systéme sérotonergique

chez les espéces diurnes.
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CHAPITRE 2 - OBJECTIFS DE LA THESE
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L’horloge circadienne principale située dans lesNSfénére des rythmes circadiens (environ
24 h). Une des propriétés fondamentales de I'herkest sa capacité a étre synchronisée par
différents facteurs, le plus puissant d’entre etantle cycle lumiére/obscurité. Le systeme
sérotonergique semble étre un autre composantde ld synchronisation des SCN. De plus
la sérotonine joue un réle important dans les méoas régulant le cycle veille/sommeil qui
se trouvent étre en opposition de phase entre amirdaurnes et nocturnes. L'étude de la
modulation sérotonergique de I'horloge semble déte indispensable pour tenter de
décrypter ce qui régit I'établissement et/ou lentian des caracteres diurne et nocturne.

Pour réaliser ce décryptage, le but dgidemiere partie de cette thesea été de valider la
diurnalité d’'un rongeur qualifié de « crépusculaireArvicanthis ansorgei(Arvicanthis
soudanais). En effet, le fait que l'activité locdnu® de cette espéece soit concentrée autour
des transitions lumiere/obscurité et obscurité/&rmiet donc bimodale, posait la question de
savoir si la physiologie de cet animal possedec@eactéristiques également bimodales ou
alors diurnes. Nous avons donc analysé la rythénigtirnaliere de plusieurs parameétres
physiologiques (activité locomotrice, températinma;mones et neurotransmetteurs) chez cette
espece, en la comparant avec un rongeur nocterna, Rattus norvegicys

L’établissement de la diurnalité¢ de I'Arvicanthisuslanais nous a permis d’aborder la
seconde partie de cette théséa question posée était de savoir si le systar@anergigue
module I'horloge circadienne principale de la mémamniére que chez les espéces nocturnes
ou avec d'autres effets, propres aux especes giuR® le biais d’'un agoniste des récepteurs
5-HT et d’'un inhibiteur de recapture de la sérateninous avons analys€, aux niveaux
comportemental et moléculaire, I'effet de ces coségmon-photiques sur les SCN, ainsi que
leur modulation des effets synchroniseurs de ladwersur I’horloge.

Enfin dans unelerniére partie, nous avons tenté d’élucider le paradoxe sérogies chez

le systeme circadien du Rat. En effatyivo, la modulation sérotonergique des SCN chez le
Rat présente des propriétés similaires a celléaaaur photique alors que cette modulation
est de type non-photique chez les autres rongewtsiimes (Hamster et Souris). Par coritre,
vitro, la 5-HT agit de maniére non-photique chez le Raur tenter d’'unifier la théorie qui
place le systéme sérotonergiqgue comme un facteorphotique chez tous les rongeurs
nocturnes, nous avons analysé, aux niveaux conmpenrti®l et moléculaire, les effets d'un
inhibiteur de recapture de la sérotonine sur Itgel et sur sa synchronisation photique. Nous
avons également tenté, a l'aide d’agonistes 5-Hdcifigues, d’'identifier les récepteurs

impliqués dans les différentes réponses obtenwesletRat.
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CHAPITRE 3 - RESULTATS
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Article 1: From daily behavioral to hormonal
and neurotransmitters rhythms: comparison
between diurnal and nocturnal Rat species.

Pour définir si une espéce de rongeur est diurnaamturne, on étudie habituellement son
activité locomotrice. Si celle-ci a lieu pendanjder ou la nuit, I'animal sera respectivement
diurne ou nocturne. Alors que cette approche peaisgment de caractériser les rongeurs
nocturnes, la situation est plus complexe chezdageurs diurnes. En effet, bien que leur
activité locomotrice présente une composante djucette derniere n’est pas forcément
limitée a la phase de lumiére du cycle LD. En fanrctdes individus, elle peut présenter deux
pics qui se situent autour des transitions obg#luihiere et lumiére/obscurité et qui
débordent plus ou moins sur la phase nocturne dle dyD. Ces animaux ont donc une
activité bimodale, plus ou moins crépusculaire.t€@articularité induit une multitude de
profils d’activité¢ locomotrice différents chez lesngeurs diurnes, comme la Gerbille
mongole, le Degu du Chili, le Rat du Nil et I'Arainthis soudanais. De plus, chez la plupart
de ces especes, I'acces a une roue modifie lehe ngmporelle. En d’autres termes, I'accés a
une roue induit des modifications qui font deverocturne un animal qui est normalement
diurne. Dés lors, on peut se demander si I'actisitdmotrice est un parametre suffisant pour
définir la diurnalité ou la nocturnalité d’'une espelLes animaux, dits diurnes, mais ayant une
activité bimodale, ont-il réellement une physiogliurne (opposée a celle des animaux
nocturnes) ou est-ce que celle-ci présente destéasdiques bimodales ?

Dans l'article qui va suivre, nous avons tenté @wndre a cette interrogation pour I'une de
ces especes diurnes, I'Arvicanthis soudanais. l[dwass comparé la rythmicité journaliére de
plusieurs paramétres physiologiques, comportementaarmonaux et cérébraux, chez cette
espéece et chez un animal nocturRattus norvegicugRat de souche Long-Evans). Nous
avons également déterminé, chez ces deux rong&sseffets induits par différentes
conditions lumineuses, ainsi que par l'accés a e sur l'activité locomotrice, la
température et la prise alimentaire.

Les rythmes journaliers d’activité générale, datdi de roue et de température sont diurnes
et bimodaux chez I'Arvicanthis soudanais, alorsilgisont nocturnes et unimodaux chez le
Rat Long-Evans. De plus, I'Arvicanthis soudanaispgs actif en LD qu’en DD, alors que
c’est I'inverse chez le Rat Long-Evans. Contrairetraux autres rongeurs diurnes, I'accés a
une roue ne modifie pas la niche temporelle qu’pediArvicanthis soudanais.
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Le rythme journalier de leptine plasmatique esmadal et en opposition de phase (+ 12 h)
entre I' Arvicanthis soudanais et le Rat Long-Evddans I'hippocampe, le rythme journalier
du contenu en sérotonine est également unimodaloetpic a lieu 7 h plus tét chez
I'Arvicanthis soudanais que chez le Rat Long-Evaos.rythme de dopamine est aussi
unimodal chez ces deux especes, mais de manietenidae, les valeurs maximales
surviennent au méme moment.

Cette étude multiparamétrique démontre que I'Amibes soudanais, bien que partiellement
bimodal, présente nombre de rythmes journaliersmadaux le plus souvent opposés a ceux

du Rat, ce qui met clairement en évidence la plogi® diurne de cette espece.

79



Signalement bibliographique ajouté par le :

UNIVERSITE DE STRASBOURG

Service Commun de Documentation

From daily behavior to hormonal and neurotransmitters rhythms: Comparison between

diurnal and nocturnal rat species
Marc CUESTA, Daniel CLESSE, Paul PEVET and Etienne CHALLET

Hormones and Behavior, 2009, vol. 55, n° 2, pages 338-347

Pages 80-89 et pages 200-204 :

La publication présentée ici dans la thése est soumise a des droits détenus par un éditeur

commercial.

Les utilisateurs de I'UdS peuvent consulter cette publication sur le site de I'éditeur :
http://dx.doi.org/10.1016/j.yhbeh.2008.10.015

La version imprimée de cette these peut étre consultée a la bibliothéque ou dans un autre
établissement via une demande de prét entre bibliothéques (PEB) aupres de nos services :

http://www-sicd.u-strasbq.fr/services/peb/

~

UNIVERSITE DE STRASBOURG

4




Article 2: Serotonergic activation potentiates
light resetting of the main circadian clock and
alters clock gene expression in a diurnal
rodent

La modulation sérotonergique des SCN est un phénenggi a été tres étudié chez les
rongeurs nocturnes. Les agonistes sérotonergi@+€@H(DPAT), ainsi qu’un inhibiteur de
recapture de la sérotonine (fluoxétine), agisseincipalement de deux maniéres chez le
Hamster syrien et la Souris, en fonction du tenzadien ou ils sont administreés.

D’une part, le 8-OH-DPAT et son énantiomere pagsitijectés en milieu de jour subjectif,
produisent des avances de phase de l'activité lotiiom, corrélées a une diminution
transitoire de I'expression deerletPer2dans les SCN.

D’autre part, le 8-OH-DPAT et la fluoxétine, injéstpendant la nuit subjective, réduisent les
déphasages de I'activité locomotrice induits pactémeau lumineux.

Le systeme sérotonergique est donc un acteur notigple important pour la synchronisation
de I'horloge circadienne principale. De plus, s6terdans le cycle veille/sommeil est bien
établi et ce cycle est bien s(r opposé entre espiuenes et nocturnes. Une question vient
alors a I'esprit : comment le systeme sérotonergigpadule-t’il I'horloge suprachiasmatique
chez les espéces diurnes ?

Pour répondre a cette interrogation, nous avondiéflinfluence d’injections de (+)8-OH-
DPAT et de fluoxétine sur le fonctionnement des SIgN'Arvicanthis soudanais, un rongeur
diurne. Nous avons tout d’abord établi le contem®b-eHT dans la région suprachiasmatique.
Ce neurotransmetteur présente des variations jlemes avec des valeurs maximales ayant
lieu pendant le jour, qui sont en opposition desghavec celles obtenues chez les espéeces
nocturnes. De plus, la courbe de réponse de pha&e&OH-DPAT présente également des
différences entre I'Arvicanthis soudanais et ledremu espéces nocturnes. En effet, la
sensibilité de I'horloge pour ce facteur non-phatica lieu essentiellement pendant la nuit
subjective chez ce rongeur diurne et le jour suibjekbez les rongeurs nocturnes. Au niveau
moléculaire, chez I'Arvicanthis soudanais, le (©BFDPAT et la fluoxétine n’'induisent pas
d’inhibition dePerl et dePer2dans les SCN, comme c’est le cas chez le Hamgiensst la

Souris.
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La modulation sérotonergique des déphasages d&if@docomotrice, induits par la lumiére,
est inhibitrice chez les rongeurs nocturnes. Paitrep chez I'Arvicanthis soudanais, une
activation sérotonergique potentialise les répolaskslumiére au niveau comportemental et
€galement au niveau moléculaui@ une altération de I'expression de certains geoedsdes
dans les SCNPerletRorp a la transition obscurité/lumiéere subjectivePet2 etRev-erla a

la transition lumiére/obscurité subjective.

Cette étude démontre donc que le systeme séroiqner@ des effets tres différents sur
I'horloge suprachiasmatique entre espéces diurtnesaturnes. De plus, la fluoxétine qui agit
au niveau des SCN est frequemment utilisée dansaleement de la dépression chez
'Homme, une autre espece diurne. Ces résultat®@reliftiels mettent donc en avant
limportance, pour les applications biomédicales, d&velopper des modéles diurnes, dont

I'organisation temporelle est plus proche de cddié’Homme.
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Article 3: New light on the serotonergic
paradox in the Rat circadian system

La modulation sérotonergique de I'horloge circadeemu Rat differe de ce que I'on trouve
chez le Hamster syrien et la Souris, ce qui soutbkwec un paradoxe chez les rongeurs
nocturnes. En effet, alors que cette modulationdesttype non-photique chez ces deux
especes (déphasages pendant le jour subjectithédition des déphasages induits par la
lumiére pendant la nuit subjective), elle est geetghotique chez le Rat (déphasages pendant
la nuit subjective). De maniere encore plus suigméxy en milieu de jour subijectif,
I'applicationin vitro de 5-HT, d’agonistes 5-HT et de fluoxétine provefudes effets non-
photiques sur les SCN du Rat. On peut donc pahler double paradoxe, d'une part, entre
conditionsin vitro/in vivo chez le Rat et d’autre part, entre les espécetimasin vivo
(Hamster et Souris vRat).

Dans l'article qui va suivre, en étudiant les effde la fluoxétine sur I'horloge circadienne
principale, nous avons tenté de mieux comprendrpacadoxe sérotonergique chez le Rat,
qui pourrait prendre son origine dans la granderdité de sous-types de récepteurs 5-HT
présents dans les SCN. La fluoxétine, en bloquantransporteur de recapture de la
sérotonine, permet d’augmenter la concentrationcelite derniére au sein de la fente
synaptique. Alors que les agonistes habituellernéh$és sont spécifiques d’'un seul (ou de
plusieurs) sous type(s) de récepteur(s), la séraose fixera elle, sur tous les récepteurs
présents.

Chez le Rat, les injections de fluoxétine, réaksée milieu de jour subjectif, induisent des
avances de phase de l'activité locomotrice, inHib&xpression dePerl et de Rois et
activent celle ddrev-erla dans les SCN. De plus, la fluoxétine réduit lesnaea de phase
induites par la lumiére en fin de nuit subjectivgoevoque une altération de I'expression de
Perl, Per2et Rors dans les SCN. Ces résultats sont globalementasiesl a ceux trouvés
chez le Hamster syrien et la Souris et indiqguemnicdjue le systéme sérotonergique influence
I'horloge circadienne principale de maniére nontjghee chez le Rat.

Nous avons également cherché a savoir, chez lggRels sont les récepteurs sérotonergiques
responsables des effets non-photiques et des effetant la synchronisation photique.
L’activation des récepteurs 5-hlJ (avec une possible co-activation des récepteuid B-
inhibe les avances de phase de l'activité locomtrinduites par la lumiere. Ces deux
récepteurs semblent donc étre responsables dets efm-photiques. L’activation des
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récepteurs 5-Hi et 5-HT,c provoque des avances de phase en fin de nuitctiviejest est
donc responsable des effets de mimétisme photigee. récepteurs 5-HE sont méme
capables de potentialiser les effets de la lumaarén de nuit subjective.

Il apparait donc que le paradoxe sérotonergiquesydteme circadien du Rat est dd a la
grande diversité des récepteurs 5-HT, présents ldarfSCN. Néanmoins, chez cette espéce,
comme chez les autres rongeurs nocturnes, le syss&rotonergique module I'horloge

circadienne principale essentiellement de maniérephotique.
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Abstract

The main mammalian circadian clock, localized ire thuprachiasmatic nuclei can be
synchronized not only with light, but also with s&mergic activation. Serotonergic agonists
and serotonin reuptake inhibitors (e.g., fluoxetimave a non-photic influence (shifting
effects during daytime and attenuation of photseteng during nighttime) on hamsters’ and
mice’ main clock. Surprisingly, in rats serotonergiodulation of the clock shows essentially
photic-like featuresn vivo (shifting effects during nighttime). To delinedtas apparent
paradox, we analyzed effects of fluoxetine and te@in agonists on rats’ clock. First,
fluoxetine induced behavioral phase-advances as®sacivith down-regulated expression of
the clock gened’erl and Rors and up-regulated expression Rév-erla. during daytime.
Moreover, fluoxetine produced an attenuation dftimmduced phase-advances in association
with altered expression éferl, Per2 andRorp during nighttime. Second, we showed that 5-
HT.a receptors -maybe with coactivation of 5-HEceptors- were implicated in non-photic
effects on the main clock. By contrast, 54-ind 5-HTc receptors were involved in photic-
like effects and, for 5-HJ: subtype only, in potentiation of photic resettiitpus this study
demonstrates that as for other nocturnal rodergkylaal activation of the serotonergic system

induces non-photic effects in the rats’ clock dgritaytime and nighttime.

I(eywor'ds: Photic, non-photic, serotonin, photic-like, circadian, suprachiasmatic
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Introduction

In mammals, the main circadian clock located in sherachiasmatic nuclei (SCN) of the
hypothalamus can be synchronized by many cues, gwbich light is the most powerful
(Klein et al. 1991). While light exposure duringetfsubjective) day has little or no phase-
shifting effect, when applied during the (subjeejiwnight light leads to behavioral phase-
shifts that correlate with induction of the cloclengsPerl and Per2 within the SCN
(Albrecht et al., 1997; Shigeyoshi et al., 1997n¥a al., 1999).

Different non-photic factors also affect the SCNr@8bvsky, 1996; Challet and Pevet, 2003).
They are identified by their phase-shifting effedtsing the subjective day associated with a
decrease ifPerl andPer2 expression. Activation of the serotonergic pathivayn the raphe
nuclei, which releases serotonin (5-hydroxytryptaemi 5-HT), acts as a non-photic
synchronizer of the SCN (Meyer-Bernstein and Moti®96). In hamsters and mice, systemic
or local injections into the SCN of 5-Hd; receptors agonists, such as 8-OH-DPAT, induce
behavioral phase-advances and decrézmd and Per2 expression only when applied at
subjective midday (Tominaga et al., 1992; Cutrdrale 1996; Horikawa et al., 2000; Ehlen
et al., 2001; Horikawa and Shibata, 2004; Caldetad., 2005; Mendoza et al., 2008). During
nighttime, the serotonergic system is well-knowmtodulate synchronizing effects of light.
In hamsters and mice, injections of 8-OH-DPAT amdo®nin reuptake inhibitors (e.g.,
fluoxetine) prior to a light pulse decrease lighthuiced phase-shifts, but they have no effect
by themselves (Rea et al., 1994; Weber et al., ;188allet et al., 2001; Gannon and Millan,
2007).In vitro applications of 8-OH-DPAT and fluoxetine duringgthubjective day produce
phase advances of firing rate in SCN neurons oérffcosser, 2003; Prosser et al., 2006).

In rats, only one study showed that 5-HT agonisjsciedin vivo induce behavioral phase-
advances during the subjective day (i.e., non-pheffects) as for hamsters and mice (Edgar
et al.,, 1993). By contrast lot of studies show thah vitro applications of 5-HT, 5-HT
agonists or fluoxetine around projected midday asctnon-photic factors, inducing phase-
advances of SCN neurons’ firing rate (Prosser gt1#90; Medanic and Gillette, 1992;
Shibata et al., 1992; Prosser et al., 1993; Spretsd., 2004b; Sprouse et al., 2006). The
paucity ofin vivo results concerning non-photic effects of the seretgic system in rats may
be due to a specificity which has never been regart hamsters and mice. Activation of 5-
HTergic system in rats using non-specific 5-HT ag@nand specific 5-Ht or 5-HT;
receptors agonists is ineffective during the subjealay and leads to behavioral phase-shifts
during the subjective night, thus mimicking photesetting (Kennaway and Moyer, 1998;
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Kohler et al., 1999; Graff et al., 2005; 2007). Maver, these agonists injected at night
induce c-FOSPerl andPer2 expression in the SCN, as light exposure doescféaet al.,
2003; Graff et al., 2007). It appears that in rdte,serotonergic modulation of the SCN seems
paradoxical, since non-photic and photic-like cheastics are respectively found vitro
andin vivo. Moreover, in rats, the laaf in vivodata concerning non-photic effects on the
SCN precludes from resolving this issue. It is ¢fi@re essential to obtain newvivo data to
delineate this paradox.

Thus, we investigated in rats the effects of flume which increases endogenous 5-HT
content in the SCN synaptic cleft, therefore affertall available receptors contrary to
specific agonists of 5-HT subtype receptors. Wet fidetermined the daily content of
serotonin in the SCN region. Second, we testedbdfavioral and molecular effects in the
SCN of i.p. injections of fluoxetine at subjectimédday and late night. Third, we examined at
night the ability of agonists of 5SHA7, 5-HT,c, 5-HT; and 5-HT receptors to modulate light-
induced phase-shifts at behavioral level.

Material and methods

Animals and housing conditions

Adult, 2- to 3-months old, male Long-Evans ra®aitus norvegicyswere obtained from
Janvier (Le Genest-St-Isle, France). All experimamere performed in accordance with the
Principles of Laboratory Animal Car@NIH published 86-23, revised 1985) and the French
laws (License n°67-88 to E.C.).

Animals were housed individually in Plexiglas cagesiipped with running wheels (35 x 22
x 40 cm). The wheel-running activity was contindguscorded and the data were stored in 5
min bins by VitalView (Mini-mitter Inc., SunriverOR, USA). Before experiments began,
animals were maintained at 23°C under a 12 h light' dark cycle (LD) for 2 weeks. Then,
for each experiment, the animals were housed feeeks in constant dim red light conditions
(DD). Between each experiment, the animals wemnteained to LD conditions as above for
2 weeks to resynchronize their circadian system fmeriod of 24 h. Food and water were
availablead libitum
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Drugs

R(+)8-hydroxy-2-(din-propylamino) tetralin ((+)8-OH-DPAT, a 5-HA; receptors agonist)
and fluoxetine (a 5-HT reuptake inhibitor) were ghased from Sigma-Aldrich (Saint-
Quentin Fallavier, France)s,o-Dichloro-2,3,4,4a-tetrahydro-1H-pyrazino[1,2raih oxalin-5(6H)-one (WAY -
161503, a 5-Hic receptors agonist), 1-(m-Chlorophenyl)-biguanide-GPBG, a 5-HT3
receptors agonist) angks)-(+)-5-(1,3,5-Trimethylpyrazol-4-yl)-2-(dimetiami nojtetralin (AS-19, a 5-HF
receptors agonist) were purchased from Tocris GwokEBristol, United Kingdom).
According to the manufacturers, drug solutions weeehly prepared and dissolved in 0.9%
NacCl (saline) for Fluoxetine, (+)8-OH-DPAT and mB®, in water for WAY-161503, and
in 0.9% NaCl (95%) and 100% EtOH (5%)for AS-19.

For the dose-response curve, fluoxetine conceatraidf 5, 10 and 20 mg/kg were tested. For
each compound, we have used concentrations knowe &fficient in previous studies. The
effects of 10 mg/kg fluoxetine (e.g., Challet et @D01; Cuesta et al., 2008), 5 mg/kg (+)8-
OH-DPAT (e.g., Cuesta et al., 2008), 3 mg/kg WAYE363 (e.g., Cryan and Lucki, 2000), 5
mg/kg m-CPBG (e.g., Graff et al., 2007) and 5 mgX&319 (e.g., Perez-Garcia and Meneses,
2006; Meneses et al., 2008) were studied on behawid its modulation on light resetting

(see below).

Daily content of serotonin in the suprachiasmatic region

For this experiment, rats maintained in LD12:12eveuthanized with C£and decapitated at
six differentZeitgebertimes (ZT): ZTO (i.e., light onset), 4, 8, 12, 48d 20 with n=5 per ZT
(except for ZT4, n=4). The brains were rapidly reed SCN region of rats brains was
punched out from 600 um brain slices, made by tay@nd stored at —80°C. After storage,
samples were kept at 4°C during all the HPLC ste&SN tissue for each brain was
homogenized by ultrasonication in 100 pl solution0o4 M HCIQ,, 0.4 mM sodium
metabisulfite and 1 mM EDTA. The samples were d¢rigied (13,000 rpm for 20 min) and
supernatants were analyzed for 5-HT and 5-HIAA y8rbxyindol acetic acid) with a HPLC
system using an amperometric electrochemical det€elPLC-ED; Decade Antec, Leyden,
Netherlands). The electrochemical flowcell VT-03swan Ag/AgCI (filled with saturated
KCI) versus glassy carbon electrode configuratigoigped with a 50 um spacer. For the
detection, the working potential was set at 0.6 efween working electrode and auxiliary
electrode. The range of sensitivity was 5 nA (&dale on the chromatogram) with an offset
of 50% to avoid peak saturation, and the electnmota signal was smoothed with a filter set
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at 5 sec. The temperature for the oven, which includeltl detection and the column, was
maintained at 30°C. The HPLC-ED system was alsoposed of a high pressure pump (LC-
10AD, Shimadzu, Kyoto, Japan) and an autosampl&atfifon, Spark, Emmen, Netherlands),
which allowed sample cooling at 4°C. Each 20 pL ganm(diluted in mobile phase if
necessary) was injected on a 750 mm length, 4.6 imternal diameter C18 column
(Ultrasphere ODS 3u 80A, Beckman, Fullerton, CA AY&quipped with a guard column.
The optimized mobile phase consisted of 4% meth&d), 100 mM citric acid, 40 mM
NaoHPO, and 1 mM EDTA, dissolved in ultra pure water, 022 filtered and degassed
under vacuum plus ultrasonication.

For the isocratic separation, the flow rate wad ke®.8 mL/min and every analysis lasted 15
min. Standard solutions (prepared in 10 mM HCI )5afiT and 5-HIAA (Sigma Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France) were stored at 4nd protected from light. Appropriate
dilutions in the same solution as the samples weade to obtain a 3-points standard curve
with a good correlation rate for each standard. fétention times for our chromatographic
conditions were 4.5 and 13.7 min for 5-HT and 5-B)Aespectively. Values were expressed
using the acquisition software Azur v4.5 (Datalgs,Martin d’Héres, France). Results were

given as nmoles/g of total protein after proteisegswith the Lowry method.

Behavioral experiments

We first determined the behavioral dose-responsesdio fluoxetine injections. The onset of

the active period in free-running nocturnal animalslefined as circadian time (CT) 12. I.p.

injections of different concentrations of fluoxedif0, 5, 10 and 20 mg/kg) were performed at
CT6 with 10 animals per group. The time of injentiwvas determined for each animal by
fitting a line throughout the activity onset (CT18yer at least 9 consecutive days and
projected to the day of injection.

The magnitude and direction of the elicited phdstisswere estimated by linear regression
(Clocklab Software, Actimetrics, Evanston, IL, US&nhcompassing 9 days before the
injection until 9 days after the injection, exclngithe transitory cycles recorded for 1 or 2
cycles after the injection day. The phase-shifteevealculated as the interval between the two
fitted lines and were performed by a researchedhio the treatment. After resynchronization
to LD for 14 days and transfer to DD, animals wajected again, with saline or 10 mg/kg

fluoxetine (optimal dose provided by the dose-respocurve) and decapitated after CO

euthanasia 1 h or 2 h after the injection (i.e.7 ©F CT8). Brains were removed, frozen with

isopentane and stored at —80°C umtisitu hybridization could be performed.
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In a second experiment, we tested the serotonergdulation of light-induced phase-shifts at
the end of the subjective night (CT22), a time emom previous works for studying photic-
like effects of 5-HT agonists in rats (Kohler et, d1999; Graff et al., 2005; 2007). First, we
tested the effects of saline, fluoxetine (10 mg/kg)8-OH-DPAT (5 mg/kg), AS-19 (5
mg/kg), m-CPBG (5 mg/kg) and WAY-161503 in DD wdihd without light pulse at CT22
(n=6 per treatment). After the injection (CT21&ch animal was transferred to an individual
cage without wheel. Half an hour later (CT22), tages were placed inside a chamber with
dim red light or white light (300 lux) for 10 mifthe animals were thereafter returned to the
recording room with a wheel access. We quantifielliced phase-shifts as explained above.
In a third experiment, animals were injected widliree or 10 mg/kg fluoxetine with or
without light pulse as explained above and killgddecapitation after COeuthanasia 1.5 h
or 2.5 h after the injection (i.e., CT23 or CT2Bjains were removed, frozen with isopentane
and stored at —80°C unini situ hybridization could be performed.

For both experiments, we analyzed gene expressibrattd 2 h after onset of light pulse
because in previous studies, significant effectseybtonergic agonists on gene expression
were only detected 2 h after light pulses (Horikawal., 2000).

Radioactive in situ hybridization

Twenty um brain coronal sections at the SCN levetenmade on a cryostat, mounted in
series on gelatin-coated slides that were stored2@fC. We analyzed expression of the
following genesPerl andPer2, which participate in the principal feedback loop in tHeNs
andRev-erla (NR1D1)andRorg (NR1F2),which are involved in secondary feedback loops
(Dardente and Cermakian, 2007) and implicated endlock resetting (Masana et al., 2007;
Meng et al., 2008). ThePerl and rPer2 clones were a gift from Prof. H. Okamura
(Department of Anatomy and Brain Science, Kobe ©rsity School of Medecine, Japan).
The other probes were synthesized from the follgwmucleotide sequences available on
GenBank: rRev-erty (NM_145775 nucleotides 908-1890) amtiRoZ (NM_146095
nucleotides 980-1742). The sense (to check spiegifid the signal) and antisense probes
were transcribed in the presenceadfS-UTP (1250 Ci/mmol, PerkinElmer, Milano, Italy)
according to the manufacturer’s protocol (MAXIs¢ripmbion, Austin, TX, USA).

Briefly, sections were postfixed in 4% phophatetéugd paraformaldehyde for 15 min,
rinsed two times in 1X PBS (phosphate buffer saliioe 5 min each, and then acetylated
twice for 5 min in 0.1 M triethanolamine, 0.375%etc anhydride. After a 1X PBS rinse for
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5 min, sections were dehydrated in graded ethaedkess and finally dried at room
temperature (RT). Hybridization was carried ou64tC overnight with radiolabeled probe
(1.10 c.p.m. per ml of hybridization medium buffer) irsalution containing 50% deionized
formamide, 10% sulfate dextran, 1X denhardt’s soiyt2X SSC (sodium citrate saline), 0.5
mg/ml salmon sperm DNA, 0.25 mg/ml transfer RNA, M dithiothreitol. After
hybridization, the sections were washed twice fdniin in 4X SSC before being treated with
ribonuclease A (Sigma-Aldrich; 2 pug/ul) for 30 nah37°C. The slides were then rinsed and
stringency washes were carried out (2X SSC for 1 ah RT, 1X SSC for 10 min at RT,
0.5X SSC for 10 min at RT and 0.2X SSC for 30 mir62°C). Finally, the sections were
dehydrated in a graded ethanol series and air-drieRT. Slides were exposed witfC
standards to an autoradiographic film (BioMax, Kiadayon, France) for 4-6 days. Analysis
of the autoradiograms was performed using NIH-Indegftware. Standards and background
were subtracted. For each probe and each animati§oation was performed bilaterally on

three sections of middle SCN.

Statistical analysis

Data are presented as me3&M. All the data were analyzed with one-, two-veaythree-
way analyses of variance (ANOVA; SigmaStat softwalandel Scientific, Chicago, IL,
USA). Student-Newman-Keuls post-hoc tests were ufsethin effects or interactions were
found to be significant.

For the daily content of serotonin, data were diged by a non-linear regression using
cosinor analysis (SigmaPlot software, Jandel SfienChicago, IL, USA). This analysis was
performed using the following equation y = A+(B*¢2r(x-C)/24)), where A is the mean
level, B the amplitude and C the acrophase offlgghm.

Results

Daily variation of 5-HT and 5-HIAA content in the SCN region

The levels of 5-HT and its metabolite 5-HIAA werssassed throughout 24 h in the SCN
region of Long-Evans rats. A one-way ANOVA showeslignificant effect of time for 5-HT
(p < 0.05; Fig. 1A) and 5-HIAA concentrationp € 0.05; Fig. 1A). Post-hoc analyses
revealed that 5-HT levels are significantly lowérZZ0 compared to ZT12 and ZT16 €
0.05). For 5-HIAA level, we found differences faoth ZTO and ZT4 compared to ZT12 and
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ZT16 (p < 0.05). Furthermore the cosinor analysicted rhythmicity for both 5-HT and 5-
HIAA (Fig. 1A and 1B) with acrophases at ZT13 antlB, respectivelyd < 0.01 for the two

non-linear regressions).

Dose-response curve and molecular changes in regpmnfluoxetine treatment at CT6

To characterize whether the serotonergic systertdcoadulate the circadian clock with non-
photic properties, rats were injected i.p. withoftetine at CT6. These injections produced
behavioral phase-advances in a dose-dependent m@mne 0.001; Fig. 2A and 2B).
Fluoxetine (5 mg/kg) induced phase-advancesZ1min) which were significantly smaller
than those after 10 and 20 mg/kg fluoxetine ingewi(3@&4 and 3&3 min, respectively).

To understand the molecular mechanisms implicatedhe behavioral phase-advances
induced by fluoxetine at CT6, we analyzed mRNA Is\# clock genes, nameBerl, Per2,
Rev-erbo andRorg, in the SCN1 h and 2 h after injection of saline or fluoxetik®r Perl
expression, we found an effect of drug treatmert 0.001; Fig. 3A; Tablel). At CT6+1h,
fluoxetine injections decreas&krl mRNA level (2-fold less) compared to saline iniecs

(p < 0.05). At CT6+2h, fluoxetine treatment had neeeffonPerlexpressiond= 0.07).Per2
expression was not significantly affected by timpe=(0.6), nor by fluoxetine injectiong &
0.3; Fig. 3B; Table 1)Rev-erla. expression was significantly altered by tinpe<(0.05) and
there was also a significant interaction betweargdreatment and time & 0.05; Fig. 3C;
Table 1). At CT6+1h, fluoxetine injections inducaa increased expressionRév-erlx (p <
0.05) which is transient since fluoxetine had nogler an effect at CT6+2Ip € 0.5). Rors3
expression was modified both by drug treatmenk (0.05) and timeg < 0.001; Fig. 3D;
Table 1). At CT6+1h, fluoxetine injections did netodify Ror mRNA level ¢ = 0.4),
whereas they decreas&brf expression at CT6+2h (1.5-fold less) as comparedatme

injections (p < 0.05; Table 1).

Behavioral responses of the main circadian clock to fluoxetine and serotonergic agonists
with or without light pulses at CT22

To analyze the effects of a serotonergic stimutatio light-induced phase-shifts, we injected
saline, fluoxetine, (+)8-OH-DPAT, AS-19, m-CPBG WAY-161503, followed or not by a
light pulse at CT22. A two-way ANOVA detected sifijgant effects of drug treatment (p <
0.001) and light pulsep(< 0.001) and a significant [drug treatment x l]ghteraction p <
0.05; Figs. 4 and 5). Without light pulse, fluoxetj (+)8-OH-DPAT and AS-19 injections did
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not produce larger behavioral phase-advances caaiparsaline injectiong(= 0.9, 0.7 and
0.7, respectively). The 5-HT(m-CPBG) and 5-H3c (WAY-161503) agonists, however,
induced significant phase-advances ot3anin (p < 0.05) and 846 min ( < 0.001),
respectively. All injections coupled with light geals induced phase-advances significantly
different from those after injections without ligipulses ¢ < 0.05 for all treatments).
Nevertheless, there were differences in the magaiti the phase-advances depending on the
drug treatment. Fluoxetine and (+)8-OH-DPAT injectarior to light pulse decreased the
phase-advances normally induced by Veh/light treatm(423 min and 4%4 min,
respectivelyvs 73:6 min; p < 0.01 for both comparisons). Moreover, 5-dRgonist/light
treatment led to phase-advances larger than thHaséned after Veh/light treatment (114
min vs. 736 min; p < 0.001). 5-H} agonist/light and 5-H3 agonist/light treatments,
however, did not modify phase-advances induced el/ight treatmentg = 0.6 for both

comparisons).

Molecular responses of the main circadian clock to fluoxetine and serotonergic agonists
with or without light pulses at CT22

Concerning the molecular changes induced by tHerdiit treatments, a three-way ANOVA
detected a significant effect of light pulge< 0.001) and a significant [drug treatment x light
pulse] interaction betweerp (< 0.05) for Perl expression (Fig. 6A). At CT22+2Rerl
MRNA level induced by Veh/light treatment was sigiaint lower than that at CT22+1p €
0.01). This decreased expression was significantiibited by Fluox/Light treatmentp(<
0.05) in accordance with inhibition of light-indutphase-shifts (Table 1).

For Per2 expression (Fig. 6B), we found significant effegfdime ( < 0.05) and light pulse
(p < 0.001), and a significant interaction betweamdreatment and light pulsp € 0.05). At
CT22+1h, Fluox/light treatment induced an increatePer2 mRNA levels p < 0.05)
compared to Veh/light treatment. Unexpectedly, tRer2 increase was associated with
inhibition of light-induced phase-shifts (Table&AL CT22+2h,Per2 expression did not differ
after Fluox/dark and Veh/dark treatments £ 0.9), whereas Veh/light and Fluox/light
treatments produced a similar increas@ef2 mMRNA levels p < 0.05 for both treatments).

A three way-ANOVA indicated that Rev-erba expression was not significantly affected

by drug treatment (p = 0.6), time (p = 0.6) or light (p = 0.5; Tablel).

For Rorg expression (Fig. 6C), significant effects were otsd for drug treatmenp(< 0.01)

and light pulsef < 0.05). There were also significant interactibesveen drug treatment and
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time (p < 0.001) and between time and light pulpe<(0.001). At CT22+1h, Fluox/dark or
Fluox/light treatments produced an increasdrofi expression compared to Veh/dagk<
0.001 and < 0.05, respectively) or Veh/light treatmens<(0.01 ang < 0.05, respectively).
At CT22+2h, Rors mRNA levels were significantly increased by botrehlight and
Fluox/light treatments compared to Veh/dank(0.05 for both) and Fluox/dark treatmergs (
< 0.05 for both), suggesting an implication of thee in light-induced phase-shifts (Tablel).

Discussion

This study in rats shows the ability of the seretgic system to modulate the SCN clac&
non-photic, behavioral responses similar to whast weported for mice and hamsters,
including resetting during daytime and down-regalatof photic resetting at night. Indeed,
the 5-HT reuptake inhibitor fluoxetine induces ddspendent behavioral phase-advances in
association with decreasé&®rl andRors expression and increas&tbv-erl expression in
the SCN during the subjective midday. At the endhef subjective night, fluoxetine inhibits
light-induced phase-advances in correlation witkerations of Perl, Per2 and Roip
expression. Moreover, 5-H{ receptors -maybe with coactivation of 5-Hreceptors- are
likely to mediate the non-photic effects of 5-HT thile SCN during nighttime. The photic-like
effects specifically observed in rats involve b8t T; and 5-HTEc receptors activation, the

latter being able to potentiate light-induced phadeances.

Daily rhythm of serotonin content in the SCN

The SCN clock triggers daily rhythmicity in rapheictei via rhythmic secretion of
corticosterone from the adrenal glands (Malek et2007). 5-HTergic neurons in anterior
raphe nuclei innervate the whole forebrain, inahgdthe SCN (Meyer-Berstein and Morin,
1996). Here we show a daily rhythm of 5-HT contenthe SCN with peak for 5-HT and its
metabolite 5-HIAA at early night and midnight, respively. Previous studies using a similar
method in rats also found daily variations, buthwiditer acrophases for 5-HT and 5-HIAA
content (Poncet et al., 1993). In both cases mawalaes occur during nighttime, in keeping
with the fact that activity of serotonergic neurasslosely correlated with the arousal level
(Jacobs and Fornal, 1999), the rat's period ofvagtioccurring at night. Moreover, in
accordance with our 5-HT content data, 5-HT releagbe SCN, assessed by microdialysis,
reaches a maximum in early night in hamsters atel(Budley et al., 1998; Barassin et al.,
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2002). Thus, the endogenous serotonin rhythm inSG& of rats may convey feedback
signals to the SCN clock when animals start theirqal of activity.

During the light period, when levels of 5-HT in tBEN are low, fluoxetine injections induce
a direct effect to the SCN clock whereas theseiigies (without light pulses) are ineffective
during nighttime when levels of 5-HT are high. Maiation of 5-HT content in the SCN can
explain in part the ability of fluoxetine to exelitect effects on the SCN only during daytime.
A recent study in the diurnal rodeftvicanthis ansorgeis in agreement with this hypothesis
(Cuesta et al., 2008). In this species, variatioh§S-HT content in the SCN show high and
low values during daytime and nighttime, respetyiwehereas fluoxetine injections induce
behavioral phase-advances during nighttime andirsefective during daytime (i.e., the
shifting effects of fluoxetine are opposite in edian times to those in rats). Thus, albeit
different, the temporal windows of SCN sensitivity fluoxetine occur in both diurnal and
nocturnal species when levels of 5-HT in the SClaw.

Serotonergic system in rats acts with non-photic features during daytime

In hamsters and mice, injections of 8-OH-DPAT, &3 receptors agonist, around
subjective midday induce behavioral phase-advaasssciated with transient decrease in
PerlandPer2 mRNA levels (Cutrera et al., 1996; Horikawa et 2000; Ehlen et al., 2001;
Horikawa and Shibata, 2004; Caldelas et al., 200&ndoza et al., 2008). In rats, only one
study performedn vivo shows similar results with 8-OH-DPAT, but onlytae behavioral
level (Edgar et al., 1993). Here we use fluoxetan&;HT reuptake inhibitor, which increases
the concentration of endogenous 5-HT in the synagéfts. Many works show that an acute
injection of 10 mg/kg i.p. fluoxetine (as used lre present study) increases the extracellular
levels of 5-HT in a lot of brain areas includingpbyhalamus (with an increase of 23%%
compared to baseline values; Malagié et al., 18@8h et al., 2002). By this way, the effects
of fluoxetine may be closer to physiological prasmsthan those triggered by 8-OH-DPAT
since this agonist only binds to 5-FkTand 5-HT, receptors, while fluoxetine acts indirectly
(i.e., via endogenous 5-HT) to all 5-HT receptaiesspnt in the SCN regiom vitro treatment
with fluoxetine at projected midday produces phstsiéts of SCN firing rate in rats and mice
(Prosser et al., 2006; Sprouse et al., 2006). pothalamic slices, fluoxetine alone or with L-
tryptophan induces non-photic-like phase-shiftsmite and rats, respectively. Our study
demonstrates thain vivo fluoxetine treatment also induces phase-advanoesa idose-
dependent manner even if the magnitude of the piaifis is smaller compared to those
induced by 8-OH-DPAT in mice and hamsters (Cutedral., 1996; Horikawa and Shibata,
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2004). Moreover, at subjective midday, fluoxetinewd-regulatesPerl expression as
previously described for 8-OH-DPAT in hamsters (Kawa et al., 2000) but not dher2
FurthermoreRev-erla. andRorp, which respectively repress and activBtealltranscription
(Guillaumond et al., 2005), were activated andhitbd by fluoxetine injections, respectively.
To our knowledge, this is the first report that gsion of these clock genes is affected by 5-
HTergic resetting. In rats, therefore, a globalivatton of the serotonergic systema
fluoxetine produces non-photic effects in the SGXMry daytime as in hamsters and mice.

It appears that an acute injection of 10 mg/kgXktme, which increases extracellular levels
of 5-HT (Koch et al., 2002; Malagié et al., 199%)duces significant behavioral phase-
advances and alters clock gene expression, indgcdtiat this dose is relevant to study its
effects on the main circadian clock.

Serotonergic system in rats acts via non-photic features during nighttime

During the subjective night, fluoxetine (10 mg/leg)d 8-OH-DPAT (2.5 mg/kg) inhibit light-
induced phase-shifts of locomotor activity in hagnstand mice (Rea et al., 1994; Weber et
al., 1998; Challet et al., 2001; Gannon and Mill2007). Surprisingly, (+)8-OH-DPAT
injections (25-42 mg/kg) fail to inhibit light-inded phase-shifts in mice (Antle et al., 2003).
Here, we show in rats that fluoxetine and (+)8-ORAT have the same non-photic effects
on light resetting as those obtained in hamstedsnaice. Furthermore, we demonstrate that
neither fluoxetine nor (+)8-OH-DPAT injected alomaluce photic-like behavioral phase-
advances. These results strongly suggest that gdumighttime, a global activation of the
serotonergic system in rats produces non-photecesf but not photic-like responses.

The reduction of light-induced FOS expression ia 8CN by 8-OH-DPAT injections is
smaller in rats compared to hamsters (Glass et18P4; Recio et al., 1996). To our
knowledge, however, serotonergic modulation ofthigidluced clock gene expression has not
been explored yet in rodents. On the one handstuay confirms that light pulses in late
night induce a rapid, transient increasd’efl expression and a slow increasdPef2 (Zylka

et al.,, 1998; Yan and Silver, 2002). In additione whow that light pulses also affect
positively Rors expression, as observed in the diurnal rodemicanthis ansorge{Cuesta et
al., 2008). On the other hand, fluoxetine modulaesitively light-induced?erl expression.
Moreover, fluoxetine slightly affects light-induce@xpression of Per2 and Rorp.
UnexpectedlyRors mRNA levels are increased by fluoxetine injectedone, whereas this

injection does not produce significant behaviotage-shifts. Further studies are thus needed
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to delineate the exact role &orf in clock resetting. The modulation of clock gerims
association of photic and non-photic factors remaontroversial. The unifying explanation
for interactions between photic and non-photicdein which light-inducedPer expression
during nighttime is inhibited by non-photic cuesgy#wood and Mrosovsky, 2001) does not
fit exactly with our results and other works. Fostance, access to a novel wheel-running in
hamsters alters light-induced phase-shifts withaffiécting Perl expression in the SCN
(Christian and Harrington, 2002; Edelstein et2003). Other molecular mechanisms, such as

post-translational modifications, are probably ircgied in the photic/non-photic interactions.

Serotonergic receptors implicated in non-photic and photic-like effects

Several 5-HT receptor subtypes (including 5:KTs, 2a, 2¢, 5a and;) have been described in
the SCN of mice, hamsters and rats (Table 2). Thera lack of evidence, however,
concerning their precise localization (pre- or pgsaptic) and the cell type in which they are
expressed. In hamsters and mice, 5H&and 5-HT receptors are also present in other
structures of the circadian system, such as thieerap the intergeniculate leaflet (Chalmer
and Watson, 1991Duncan et al., 1999; Bonaventure et al., 2002) wiparticipate to non-
photic (serotonergic) effects (Rusak et al., 19B&llo et al., 1994; Challet et al., 1998;
Schuhler et al., 1998; Ehlen et al., 2001). Becairsgs were injected systemically in the
present work, we cannot exclude that the obsertedgeshifts result at least partially from
indirect effects of serotonergic activation at thegtra-SCN levels.

Depending on the 5-HT receptor activated and timyngdulation of SCN function in rats can
share either non-photic or photic-like featureg(Fi). Interestingly, fluoxetine treatment in
rats produces non-photic-like effects that can leioked by (+)8-OH-DPAT, a 5-Hiy7
agonist. A new 5-H7 agonist (AS-19), however, fails to produce non-gheffects (i.e.,
inhibition of light-induced phase-shifts). It is ggible that the dose used in the present study
(5mg/kg) was too low to affect the SCN clock, eveit impaired memory consolidation
(Perez-Garcia and Meneses, 2006; Meneses et @B).Zlherefore, a global activation of the
serotonergic system with fluoxetine or a more dpe@ctivation of 5-HT receptors -
possibly with coactivation of the 5-HBubtype- produces non-photic effects during daytime
and nighttime. This interpretation fits with potietion of photic resetting in hamsters treated
with 5-HT; 4 receptor antagonists (Rea et al., 1995; Kesslal,e2008). Of note, both 5-HA
and 5-HT, knockout mice fail to show behavioral phase-adeanafter 8-OH-DPAT
injections during daytime (Gardani and Biello, 20@nith et al., 2008), reinforcing the
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hypothesis that both receptor subtypes particifmateehavioral shifts around midday. Further
investigations with higher doses of AS19 shouldobdormed to delineate the exact role of
the 5-HT; receptor. Furthermore, 5-Hd receptors in the rat SCN could also be implicated
non-photic effects during daytime (Sprouse et24lQ4a).

The 5-HT; receptors have been proposed to participate itiglike resetting effects (Graff
et al., 2007) because specific and non-specificl'p4idceptor agonists injected systemically
or locally into the rat SCN induce phase-advanegtd nighttime (Kalkowski and Wollnik,
1999; Kohler et al., 1999; Graff et al., 2005; 2pD0Furthermore, enucleation reduces these
phase-advances, therefore suggesting a presynaqaiczation of 5-HTF receptors on retino-
hypothalamic terminals (Graff et al., 2005). Actiea of the 5-HTc receptor with 5-HT
agonists also produces photic-like effects in r&tere we confirm that activation with
specific 5-HTLc and 5-HE agonists (WAY-161503 and m-CPBG, respectively)até inight
leads to photic-like phase-advances of locomottwiacrhythm. Moreover, activation of 5-
HT,c receptors can potentiate light-induced phase-ashsmnwhile activation of 5-HT
receptors has no additive effect. The lack of pidéng effect after 5-H7 receptors
activation may be due to their presynaptic locaiira Activation of this receptor increases
intracellular calcium concentration in glutamatergerminals, thereby inducing glutamate
release (Van Hooft and Vijverberg, 2000; Funahastal., 2004). After a light pulse, which
induces a massive release of glutamate in the $t&\supplementary release produced by 5-
HT3 receptors activation may not be sufficient to pttge light resetting. By contrast, 5-
HT,c receptors are preferentially localized post-syicafly (Moyer and Kennaway, 1999).
Their activation, independently of light-inducedutgimate release, can potentiate light-
induced phase-shifts in rats (present study), butmhamsters (Gannon and Millan, 2006).
The lack of modulating effect of 5-HTeceptors activation on light-induced phase-adeanc
may be also due to an inadequate (i.e., too smafig of the 5-HF agonist, m-CPBG. If 5-
HT3 receptors were critical for modulating photignshronization, it would be very
unexpected that 5 mg/kg m-CPBG were able to ingiic-like effects and to increase c-
FOS expression in the SCN (Graff et al. 2007) withiie slightest effect on light resetting
(present study). Further dose-response studiaseaided to test this hypothesis.

To sump up, the serotonergic system in rats carkedbr influence the SCN clock with
preferentially non-photic effects (i.e., shiftinffeets of the SCN clock during the subjective
day and modulation of photic resetting during thbjective night) after global stimulation
with fluoxetine or after activation of 5-HX (+ 5-HT;?) receptors. This serotonergic system,

however, can also produce photic-like resetting 3HT,c and 5-HTE receptors but only
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during the subjective night (Moyer et al., 1997;Hk et al., 1999; Kennaway et al., 2001).
This dichotomy in serotonergic modulation is difficto interpret because non-photic and
photic-like effects are opposed. Here we show imab conditions that the non-photic effects
are predominant after global activation of the 5elflic system. Since all receptors are likely
activated by fluoxetine-induced blockade of 5-HTuptke, it is possible that the
characteristics of the various subtypes of 5-HTep#ars (e.g., density, affinity to 5-HT) are
different in the SCN (for instance, with more 544nd 5-HT; receptors compared to 5-T
and 5-HTc receptors). In addition, the dominance of non-gheffects upon photic-like
effects may rely on the final balance between chffé intra-cellular cascades in SCN cells
following activation of various 5-HT subtype receq® Maybe in physiopathological
conditions, photic-like effects could be preferali selected to maintain or simulate regular
photic synchronization. Nevertheless, the studyhefrat’s paradox has provided new clues
on the role of the different 5-HT receptors in ®EN, suggesting that the development of
chronobiotic drugs more specific than fluoxetineuldobe helpful for the treatment of
neurological disorders, such as depression.
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Figures Legend

Figure 1. (A) Daily variations in the concentration of senoih (5-HT) in the SCN of rats
under LD cycle §=5 per ZT). (B) Daily variations in the concenteatiof 5-HIAA in the SCN
of rats under LD cyclenE5 per ZT). For both panels, the solid lines repnéghe cosinor
regressions.

Figure 2. (A) Actograms of wheel-running rhythms in raisder constant dim red light
conditions. From top to bottom, animals receivedinjections at CT6 of saline, 5, 10 and 20
mg/kg fluoxetine. The time of injection is represhby an arrow. The light and dark gray
bars on the abscissa represent the subjectiverdhpight, respectively. (B) Dose-dependent
behavioral phase-advances in response to i.p.tiofecof different fluoxetine concentrations
at CT6 p < 0.001). Veh, Vehicle; Fluox, Fluoxetine.

Figure 3. Meanexpression oPerl (A), Per2 (B), Rev-erlar (C) andRorg (D) in the SCN of
rats after i.p. injections of vehicle (black bar)l® mg/kg fluoxetine (white bar) at CT22+1h
and CT22+2hr{=5 per treatment). An effect of treatment was olesgtiat CT22+1h foPerl
(p < 0.001) and at CT6+2h férors (p < 0.05). a, b, and c represent results of the-lpost
tests At the top of each histogram is representecexample of mMRNA level for each
treatment. Veh, Vehicle; Fluox, Fluoxetine; A.Urbirary Unit.

Figure 4. Actograms of wheel-running rhythms in ratsmder constant dim red light
conditions. In the left panels, from the top to thwtom, animals received i.p. injections at
CT21.5 of vehicle, 10 mg/kg fluoxetine, 5 mg/kg&4«)H-DPAT (5-HT, a7 agonist), 5 mg/kg
AS-19 (5-HT, agonist), 5 mg/kg mCPBG (5-HT3 agonist) and 3 mg/MAY-161503 (5-
HT,c agonist). In the right panels, animals receivegame i.p. injections at CT21.5 prior to
a light pulse (10 min, 300 lux) at CT22. The tinfergection/light pulse is represented by an
arrow. The light and dark gray bars on the absaiepeesent the subjective day and night,
respectively. Veh, Vehicle; Fluox, Fluoxetine; Agaonist.

Figure 5. Mean phase-shifts induced by i.p. injections at €%2of vehicle, 10 mg/kg
fluoxetine, 5 mg/kg (+)8-OH-DPAT (5-H}7 agonist), 5 mg/kg AS-19 (5-HTagonist), 5
mg/kg mCPBG (5-HT3 agonist) and 3 mg/kg WAY-161%63HT,c agonist) followed by a
light pulse (10 min, 300 lux; white bar) or notdbk bar) at CT22nE6 per treatment). We
observed an effect of drug treatment (p < 0.00@htIpulse p < 0.001) and interaction
between drug and light pulsp € 0.05). Rats were otherwise maintained underteonsiim
red light conditions. Veh, Vehicle; Fluox, Fluoxeti Ago, Agonist.

Figure 6. Mean expression ofPerl (A), Per2 (B) andRorS (C) in the SCN of rats after
vehicle (black bar), veh/light (dark gray bar), m@/kg fluoxetine (white bar) or 10 mg/kg
fluox/light (grey bar) treatments at CT6+1h and €26 (=5 per treatment). An effect of
light pulse p < 0.001) and interaction between treatments agtat fpulse | < 0.05) was
observed foPerland at CT6+2h foRorS (p < 0.05). FoPer2 a significant effect of timep(

< 0.05), light pulse < 0.001) and interaction between treatment arta fgilse p < 0.05)
was observed. FdRorfS significant effect was obtained for treatmegm&(0.01), light pulseg

< 0.05) interactions between treatments and tpne@.001) and between time and light pulse
(p < 0.001). a, b, and c represent results of thé-lpas tests. At the top of each histogram is
represented an example of the expression of the mRNel for each treatment. Veh,
Vehicle; Fluox, Fluoxetine; A.U., Arbitrary Unit.
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Figure 7. Simplified model of the localization of the 5-HTceptor subtypes present in the
SCN of rats and effects produced by their targatgivation via specific agonists or by their
global activation via fluoxetine administration.

Fluoxetine induces non-photic shifting effectshie SCN during the subjective day (CT6) and
reduction of light-induced phase-shifts at nighT22), both responses being probably due to
activation of 5-HT and possibly 5-HT receptors in the SCN. The photic-like effects are
dependent on 5-HTand 5-HBc receptors activation during subjective night (C)f22
however, the localization of 5-HTeceptors is not yet established.

5-HT,g receptors are implicated in photic resetting viardibition of glutamate and GABA
release (Srkalovic et al., 1994; Pickard et al96191999; Smith et al., 2001). During the
subjective day, 5-Hdga receptors seem to be involved in non-photic effeat leastn vitro
(Sprouse et al., 2004a). The role of 5-Teceptors in the SCN is unknown.
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Table 1. Behavioral and molecular effects of fluoxetine atijens on circadian responses of

the SCN clock

CT6 (Dark) CT22 (Dark) CT22 with light
Activity rhythm Phase-advances No phase-shift| , light-induced phase-advance
Perl J = ’
Per2 = = 7
Rev-erly 7 = =
Rorf / 7 i

CT, Circadian Time

Table 2.Localization of 5-HT receptor subtypes in the ratmster and mouse SCN

Receptor Rat Hamster Mouse
5-HT1a Yed Yes Yes
5-HT 15 Yed Yes Yes
5-HToa Yed ? ?
5-HT,c Yed ? ?
5-HT; ? ? ?
5-HTsa Yegd' Yes ?
5-HT, Yed Yed Yes

?=Unknown. References as follows: a) Wright et 4095; b) Duncan et al., 1999; c)
Bonaventure et al., 2002; d) Manrique et al., 194Pickard et al., 1999; f) Belenky and
Pickard, 2001; g) Moyer and Kennaway, 1999; h) @liet al., 2000; i) Duncan et al. 2000; ))

Neumaier et al., 2001.
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CHAPITRE 4 - DISCUSSION GENERALE
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L’objectif de ce travail de these était double. mBupart, il était nécessaire de réaliser une
étude approfondie de la physiologie des rongewrmds, dits crépusculaires, afin d’établir
leur statut en tant que modéle diurne. D’autre, parsystéme sérotonergique étant impliqué
dans la régulation du cycle veille/sommeil, il €tadispensable d’étudier ce systeme dans le
cadre des rythmes circadiens puisque nous savigilsygouait un réle important. Ainsi,
nous avons pu mieux comprendre comment le systér@osergique agit de maniere
différentielle chez les espéces nocturnes et dsuenglus spécifiquement, nous avons mis en
evidence I'importance des sous-types de réceptetts impliqués dans les différents effets
consécutifs a une activation sérotonergique. Emdis différences dégagées par I'étude de la
modulation sérotonergique de I'horloge chez uneesmliurne ont ouvert des perspectives
biomédicales chez I'Homme, dans le traitement deaices neuropathologies, dont la

dépression.

I. L'Arvicanthis soudanais, un modéle diurne plus proche de

I'Homme

1. Une bimodalité partielle

La grande majorité des rongeurs qualifiés de dmnp@tagent une particularité en ce qui
concerne leur activité locomotrice, puisque cellprésente deux pics d’'activité, I'un a I'aube
et l'autre au crépuscule, accompagnés d'une compmsenéridienne plus ou moins
importante Challet et al. 2002 Cuesta et al. 2009aGarcia-Allegue et al. 1999 ; Katona et
Smale 1997 ; Refinetti 2006 ; Schumann et al. 200&inert et al. 2007 Toutefois, cette
activité bimodale n’est pas l'apanage des Mamnsfeqguisque la Drosophile présente
également deux pics d’activit€llang 200% Bien entendu, tous les Mammiferes ne sont pas
bimodaux, comme le Cheval et le Mouton par exertiiecione et al. 2006

Hormis l'activité locomotrice, les rongeurs diurrgsentent d’autres parameétres bimodaux,
la température corporell€gesta et al. 2009aMcElhinny et al. 1997 ; Refinetti 1996t la
corticostérone plasmatiqu¥’'drhagen et al. 2004 Une fois encore, ces paramétres ne sont
pas bimodaux chez tous les Mammiférégpfoult et al. 2005 ; Piccione et al. 2005 ;
Zolovick et al. 1966 Etant donné que les variations d’activité loctice, de température
corporelle et de corticostérone plasmatique sorditément liées Challet et al. 1995 ;

139



Coleman et al. 1998 ; Refinetti et Menaker 1992n’est pas surprenant que ces parametres
soient tous bimodaux chez les rongeurs diurnes.

La bimodalité de ces parameétres pourrait résultemed adaptation aux conditions
environnementales. En effet, des especes commat léuRNil et I'Arvicanthis soudanais sont
originaires d’Afrique ou la température extérieatint des valeurs tres élevées en milieu de
jour. Il est donc raisonnable de penser que cescesgse protegent de la chaleur pendant cette
période, ce qui se répercute sur leur activitéfomoice qui se trouve alors fortement réduite
au moment ou il fait le plus chaud. Les donnéegralds dans la nature sont parfaitement
compatibles avec cette hypothése pour I'Arvicansioisdanais (Dr B. Sicard, communication
personnelle), puisque cette espece a égalemenaativité locomotrice bimodale dans son
habitat naturel. De maniére surprenante, le Ralitladopte une activité diurne unimodale
dans la natureBlanchong et al. 1999; Blanchong et Smale 20k plus, des espéces
comme le Degu du Chili ou la Gerbille mongole ogalément une activité bimodale en
laboratoire alors que les températures dans leusz te vie respectifs sont loin d’étre aussi
élevées qu'en Afriqgue. D’autres facteurs environeetaux sont donc probablement
responsables de cette bimodalité, comme se protbgezntuels prédateurs. Cependant, cela
n’explique pas la persistance de la bimodalitéadiatoire, puisque la majorité des facteurs

environnementaux sont contrélés et constants, coomsele cas pour la température.

2. Quelques mots sur I'effet « roue »

Un autre paramétre influe sur 'activité locomagrides rongeurs diurnes, il s’agit de I'accés a
une roue. Ce phénomene, détaillé dans I'introdocioovoque un déplacement de la fenétre
temporelle de l'activité générale qui devient noetuet cela chez quasiment tous les rongeurs
diurnes étudiés, comme la Gerbille mongole, le DagChili et le Rat du NilE§lanchong et

al. 1999 ; Kas et Edgar 1999 ; Ocampo-Garcés eR@aD5 ; Weinert et al. 200.7Ce switch

de l'activité générale est probablement lié a katpnotivationnel de la course dans la roue,
mais cela n'explique pas l'origine de cette inv@nsqui, de plus, persiste jusqu’'a ce que la
roue soit retirée. En effet, on aurait pu imagigee la nouveauté (la roue), soit responsable
de ce switch. Selon cette hypothese, l'inversiorcytle veille/sommeil devrait s’estomper
rapidement, ce n’est cependant pas le cas. De iplast difficile d’'imaginer quel facteur,
présent dans le milieu naturel, pourrait étre siimel a ces conditions expérimentales tres
particuliéres.

Toutefois, I'Arvicanthis soudanais ne présente geatte inversion de la fenétre temporelle de

l'activité générale, que la roue soit accessible Bedébut de I'expérience&ljallet et al.
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2002 ou seulement apres quelques semaiGesgta et al. 2009a Cette espece n’est donc
pas sensible & ce facteur « environnemental »égepte donc un avantage en tant que modele
d’étude utilisant I'activité locomotrice. En effégs enregistrements de I'activité de roue sont
généralement plus fiables et plus faciles a analgse ceux obtenus a partir de l'activité

générale.

3. Et I'Homme dans tout cela ?

L’étude des espeéces diurnes a notamment pour kigadopper des modeles plus proches de
’Homme, puisqu’il est généralement admis que aaide est une espéce diurne, étant actif le
jour et dormant la nuit. Néanmoins, il existe deariations inter-individuelles,
particulierement en fonction de I'agRdenneberg et al. 20P4Cette étude montre que sur
une population de 25 000 personnes, le MSF (midmdisleep on free days) qui correspond
a I'heure a laquelle la personne a effectué laitndié sa durée de sommeil, arrive beaucoup
plus tardivement (jusqu’a 5h30 du matin) chez éemes gens (20 ans en moyenne) que chez
les autres (le MSF diminuant avec 'augmentatiofage). En d’autres termes, une partie de
la population montre une nette tendance a se cowtha se lever trés tard, et I'on peut
considérer gu'ils ne sont donc pas totalement ésyrmais ont un profil intermédiaire avec
une composante d’activité pendant le jour et unieapendant la nuit. Bien entendu, la
guestion se pose de savoir si ces jeunes gensiskert tard uniguement parce gu’ils ont des
activités nocturnes en rapport avec leur age, mpgaremment des résultats similaires
seraient obtenus chez des jeunes adultes ayantoda de vie plus tranquille (sans sorties
nocturnes). On peut donc dire que méme chez 'Honlenearactére diurne peut présenter
une relative bimodalité et étre soumis a des flitodns. Ces résultats doivent cependant étre
considérés avec précaution, en raison de l'inflaepossible de I'éclairage artificiel sur
I'horloge circadienne principale pendant la nuit.

4. L'origine de la bimodalité

Les mécanismes sous-tendant la bimodalité sonp&esonnus. Quelques hypothéses ont éte
proposées impliquant I'horloge circadienne print@p&’une d’entre elles dérive d’'un modéle
décrit il y a plus de trente ans et concerne uregqulténomeéne, le « splitting Bitendrigh et
Daan 1976. Le splitting est observé chez certains Hamssgreens placés en LL. Leur
activité locomotrice se divise initialement en de@mposantes qui dérivent 'une par rapport
a l'autre (car chacune possede une période endatjiéeente), avant de se coupler a 12 h

d’intervalle. Le modéle, proposé pour expliquer pRénomeéne, était que les deux
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composantes (du matin et du soir) sont contréléesi@ux oscillateurs différents (du matin et
du soir). On sait maintenant que le splitting résswl’'un fonctionnement en antiphase des
deux SCN De la Iglesia et al. 2000 L’hypothése des deux oscillateurs a été repma
expliquer la bimodalité de l'activité locomotricé semble étre valable chez la Drosophile
(Chang 2006 ; Grima et al. 20Dp4Chez les Mammiferes, ces deux groupes de nesirone
oscillants sont encore a mettre clairement en é@cielear ils pourraient jouer un role critique
dans l'adaptation aux facteurs environnementauxutidsant a la bimodalité. Une étude,
réalisée chez la Souris, semble aller dans latéhrede cette hypothesiégaki et al. 200y

En effet, les SCN posséderaient des groupes distileccellules oscillantes dont la rythmicité
varierait suite a des changements de photopériogie fenction de I'aube et du crépuscule.
Une autre hypothése serait que les deux pics diicgont contrélés par un seul groupe de
cellules oscillantes, mais que les structures silde ces cellules intervenant dans la
régulation de I'activité locomotrice, délivreraiethés signaux bimodaux (par exemple, elles

seraient transitoirement inhibées en milieu derjéay.

5. L'Arvicanthis soudanais, un modéle a la physiologie diurne

Bien que certains parametres physiologiques adbptenprofil rythmique bimodal chez

I'Arvicanthis soudanais, leurs valeurs maximalestsen opposition de phase avec le Rat,

fournissant un premier indice quant a la possibigndlité de notre modele. De plus, la

premiere étude de cette theése a montré que cenpairsnétres adoptent une rythmicité

unimodale, souvent en opposition de phase avee delRat Cuesta et al. 2009a

- La glycémie oscille de maniere unimodale cheziganthis soudanais et présente

des valeurs maximales a la fin de la nuit, commez ¢tHomme Bolli et al. 1984. Ce
rythme est en opposition de phase avec celui trabheg le RatQailotto et al. 2005;
Challet et al. 2004; La Fleur et al. 1999Dans les deux cas, les valeurs maximales
surviennent peu de temps avant le début de I'é&tleicomotrice, ce qui permettrait
aux animaux de se préparer a cette période activenépessite de I'énergie. Par
contre, chez certaines especes diurnes, commedeaChu le Mouton, les valeurs
maximales de glycémie ont lieu respectivement eliemide nuit et au crépuscule
(Piccione et al. 2006 ce qui ne corrobore pas I'hypothése énoncéeessub. Il est
possible que ces espéeces présentent un autre wpeégililation métabolique,
notamment le Mouton qui est un ruminant et dorstylstéme digestif est trés différent
des non-ruminants, sous-tendant de possiblesdiifés au niveau métabolique.
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La leptinémie présente également des variationnadales chez [I'Arvicanthis
soudanais et la Gerbille mongole, avec un pic sianeen milieu de jourQuesta et
al. 2009a; Karakas et al. 200%, alors qu'il est observé en milieu de nuit cheRkt
(Bodosi et al. 2004 Cuesta et al. 2009a Kalsbeek et al. 2001 Chez les autres
especes diurnes, les résultats sont plus contesjecar la prise alimentaire interfere
avec les taux de leptine circulante. Ainsi, onmeente pas de rythmicité chez le Chien
(Canis lupu¥ le Mouton et le Cheval, mais seulement des igst-prandiaux
(Gordon et McKeever 2005 ; Ishioka et al. 2005 ; Maat al. 200). D’autres études,
menées chez 'Homme et le Cheval, ont noté la poesd’'un rythme avec des valeurs
maximales pendant la nuit, comme chez les espémesrnes I(icinio et al. 1998 ;
Piccione et al. 2004 Cependant, ces derniers résultats ne sont pgeérerds avec
I'action anorexigéne de la leptine, alors que lesnées obtenues chez I'Arvicanthis
soudanais et le Rat sont plus en synergie aveeffett On peut donc s’interroger sur
le réle du contréle circadien de la leptine par3€, puisque la leptinémie est aussi
régulée par I'alimentationK@lsbeek et al. 20011l est possible que le rythme de
leptine participe a un phénomene plus général dglaton circadienne du
métabolisme.

Le contenu en 5-HT présente une rythmicité joliEna unimodale dans I'hippocampe
et les SCN de I'Arvicanthis soudanais, de la Girliiiongole (seulement étudié pour
'hippocampe) et du RatCuesta et al. 2008 ; 2009a ; 2009Daszuta et Barrit
1982 ; Matsumoto et al. 1981 ; Poncet et al. 19%3ans I'hippocampe, les valeurs
maximales surviennent la nuit chez I'Arvicanthisidanais et la Gerbille mongole,
alors gu’elles ont lieu pendant le jour chez le. Ratns les SCN, on trouve également
une opposition de phase entre les espéces diurnestarnes, avec respectivement un
pic de jour et un pic de nuit. Dans I'hippocampe 5tHT module de nombreuses
fonctions comme la mémoire, la cognition, les cortgguents émotionnels et les
réponses liées au streg8agsel et Jeltsch 1995 ; Dremencov et al. 2003 nskée
2006. Il est donc logique de penser que les valeursimaes de 5-HT qui
surviennent en antiphase entre rongeurs diurnesoeiurnes (au moment ou ils
dorment), favorisent la consolidation de la mémqirea apparemment lieu pendant la
période de repos. Dans les SCN, le rythme de 54htliguerait notamment que
I'organisme entre en phase de veille et encorefaisele moment ou surviennent les
valeurs maximales de 5-HT dans cette structure;carde avec le caractéere diurne ou

nocturne des especes étudiées.
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Néanmoins, tous les parametres rythmiques ne senep opposition de phase entre especes
nocturnes et diurnes. Les rythmes journaliers datodine plasmatique, de dopamine dans
I'hippocampe ou les oscillations des genes horlog@ss les SCN sont en phase chez
I’Arvicanthis soudanais et le Ratéldelas et al. 2003 Cuesta et al. 2009aGaridou et al.
2002 ; Honma et al. 1998 ; Vivanco et al. 2007 ; Yan et1899. Cependant, un certain
nombre de paramétres dépendant de I'état de weilde sommeil de I'animal présentent une
rythmicité unimodale et sont en opposition de pleadee I'Arvicanthis soudanais et le Rat.

Il apparait donc clairement, qu’en dépit d'une bimadalité partielle, I'Arvicanthis
soudanais peut étre considéré comme une espece plgsiologie diurne et représente
donc un bon modéle d’étude dont I'organisation temprelle est plus proche de celle de

’'Homme que celles des rongeurs nocturnes traditiarellement étudiés.

II. Le systéme sérotonergique, modulateur de I'horloge

circadienne principale

1. Synchronisation non-photique

a. Le Rat, un rongeur nocturne presque comme les autres

Le systeme sérotonergique a été de nombreusesldorg comme un facteur non-photique
agissant sur les SCN en milieu de jour subjechiEzcle Hamster syrien et la Souris. Des
injections systémiques ou locales d’agonistes éespteurs 5-Hil et 5-HT; (le 8-OH-DPAT

et le (+)8-OH-DPAT), pendant cette période, induisdes avances de phase de l'activité
locomotrice, couplées a une inhibition transitaiie 'expression de deux genes horloges,
Perl et Per2 dans les SCNQaldelas et al. 2005 ; Cutrera et al. 1994 ; 199Ehlen et al.
2001 ; Horikawa et al. 2000 ; Horikawa et Shibat@02 ; Mendoza et al. 20D8Par contre,
des agonistes non spécifiques, comme la quipadéT{ > 5-HT;4 > 5-HT;g), n'ont pas
d’'effet de déphasage pendant le jour subjed@ibbfzynska et al. 1996In vitro, des
applications de 8-OH-DPAT et de fluoxétine en milide jour subjectif provoquent des
avances de phase de l'activité électrique des SE€ISalris Prosser 2003 ; Prosser et al.
2009.

144



Chez le Rat, une seule étude a montré que degiomgcystémiques de 8-OH-DPAT et de
quipazine, réalisées en milieu de jour subjectifitra@nent des avances de phases
comportementale€E@gar et al. 1998 Par contrein vitro, des avances de phase de I'activité
électriqgue sont observées apres application, eieunile jour subjectif, de 5-HT elle-méme,
de quipazine, de 5-CT, de 8-OH-DPAT et de fluox&{Medanic et Gillette 1992 ; Prosser et
al. 1990 ; 1993 ; 2006 ; Shibata et al. 1992 ; Sme® et al. 2006 Devant cette multitude de
résultatsin vitro, il est surprenant qu’'une seule étude ait mis\atgeéce,in vivo, les effets
non-photiques du systeme sérotonergique chez le(eéd est peut-étre di au fait que le Rat
présente une particularité qui n'a pas été retregyusqu’a présent chez le Hamster syrien et
la Souris. En effet, de nombreux agonistes, plugoins spécifiques des récepteurs 5T
et 5-HT; (quipazine, DOI, mCPP, mCPBG), injectés de marsgstémique ou locale, n’ont
pas deffet de déphasages pendant le jour subjedfanmoins, ils provoquent des
déphasages pendant la nuit subjective, similai@=ua obtenus en réponse a des créneaux de
lumiére Graff et al. 2005 ; 2007 ; Kalkowski et Wollnik P99 Kennaway et al. 1996 ;
Kennaway et Moyer 1998 ; Kohler et al. 199Pe plus, au niveau moléculaire, ces agonistes
agissent comme la lumiere, en provoquant une auigtin@m transitoire de I'expression de
Perl, dePer2 et de FOS dans les SCraff et al. 2007 ; Varcoe et al., 2003 ; Varcoe et
Kennaway 2008 La modulation sérotonergique de I'horloge ciieade principale du Rat
est donc paradoxale, puisqu’elle présente a la flEs caractéristiques non-photiques
largement mises en évidenicevitro, et des propriétés de mimétisme photique, massineme
démontrée vivo.

La troisieme étude de cette thése a permis de anetirévidence la capacité du systeme
sérotonergique du Rat a agir comme un facteur matiguein vivo (Cuesta et al. 2009b
Pour cela, nous avons réalisé des injections sygté&® de fluoxétine qui, en bloquant le
transport de recapture de la sérotonine, permdtteigmentation de la quantité de sérotonine
dans la fente synaptique, quand celle-ci est ldéhénsi, par ce mécanisme, la fluoxétine
permet une activation de tous les récepteurs s&mmues, contrairement aux agonistes qui
activent spécifiguement un seul (ou plusieurs) dgpsg(s) de récepteur(s). Nous avons
démontré que les injections de fluoxétine, réatissFemilieu de jour subjectif, provoquent des
avances de phase de l'activité locomotrice d’'unaiéra dose-dépendante. Celles-ci sont
toutefois moins importantes que celles obtenuessages injections de 8-OH-DPAT chez le
Hamster syrien et la Souris (~30 min vs. ~1Qutrera et al. 1994 ; 1996 ; Horikawa et
Shibata 2001 Cette plus faible amplitude expliquerait peutgiourquoi si peu d’études ont

mis en évidence ces effets non-photiques chez te Raniveau moléculaire, nous avons
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egalement démontré que la fluoxétine, injectée deunde jour subjectif, induit dans les
SCN, une diminution transitoire du niveau d’ARNmPIerl, mais pas de celui deer2 Ces
résultats sont partiellement en accord avec cetenoB chez le Hamster syrig@aldelas et

al. 2005 ; Horikawa et al. 2000 ; Mendoza et al. 200®ar contre, notre étude met en
exergue, pour la premiere fois, I'implication deudeautres génes horlogeev-erla et Rors,
dont la transcription est respectivement activdéatébée dans les SCN apres une injection de
fluoxétine. Ces deux génes, en plus de leur imjpbinadans les boucles secondaires relatives
a la genése des oscillations circadienmeErdente et Cermakian 20 paraissent également
participer a la synchronisation des SQWagéana et al. 2007 ; Meng et al. 2008 n’est donc
pas surprenant qu’ils puissent étre impliqués demsnécanismes de régulation non-photique
de I'horloge circadienne principale.

Les résultats obtenus grace a cette étude permettemlonc de placer le systéeme
sérotonergique comme un facteur non-photique agisea de jour chez le Rat, comme

chez le Hamster syrien et la Souris.

b. Influence sérotonergique des SCN chez un rongeur diurne

Alors que l'influence non-photique de la 5-HT a ##5s étudiée chez les rongeurs nocturnes,
nous avons éteé les premiers a mettre en évidendéelee ce neurotransmetteur sur I’horloge
suprachiasmatique d’'un rongeur diurne, I'ArvicastisioudanaisQuesta et al. 2008 La
deuxieme étude de cette these a réveélé un grantiraamhe difféerences entre cette espéce et
les rongeurs nocturnes.

- Des injections systémiques de (+)8-OH-DPAT praxarg des avances de phase dose-
dépendantes de l'activité locomotrice chez I'Arvittdas soudanais, essentiellement
pendant la nuit subjective, et de moindre mani@rdébut et en fin de jour subjectif.
Par contre, cet agoniste ne provoque aucun effetigeu de jour subjectif, alors que
c’est a ce moment qu'il agit chez les rongeurs umoets Cutrera et al. 1994 ; 1996 ;
Horikawa et Shibata 2004 Ces résultats démontrent que la fenétre de lsbigsi
circadienne pour cet agoniste est opposée entgeuos diurnes et nocturnes. De plus,
il apparait que ces déphasages sont dépendanigléuweille/sommeil, puisque dans
les deux cas, ils surviennent essentiellement perdaériode de repos des animaux.
Il apparait, par contre, que les SCN de I'Arvicémgoudanais sont moins sensibles a

cet agoniste puisque les déphasages observéslgsriaibles que ceux obtenus chez
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les espéces nocturnes (~35 min vs. ~1Cmtrera et al. 1994 ; 1996 ; Horikawa et
Shibata 2001

La fluoxétine provoque également des avanceshdsepde I'activité locomotrice,
guand elle est injectée aux transitions obscuwit@lre et lumiere/obscurité
subjectives. Il est raisonnable de penser que oeitécule présenterait une courbe de
réponse de phase similaire a celle du (+)8-OH-DRAdz I'Arvicanthis soudanais et
gue ses effets seraient donc opposés, en termeméed de sensibilité, a ceux obtenus
in vivo, chez le RatQuesta et al. 2009b De maniére surprenante, la fluoxétine n’a
jamais été testé@) vivo, en tant que facteur non-photique chez le Hansstézn et la
Souris, alors que ses propriétés anti-dépresstivamneaction sur I’horloge en font une
molécule tres importante dont nous reparleronsielteement.

Au niveau moléculaire, la fluoxétine et le (+)8DPAT, injectés aux transitions
obscurité/lumiere et lumiere/obscurité subjectivemduisent pas de modification des
niveaux d'expression deerl, Per2, Rev-eth Rev-erlf, Rom et Rorp dans les SCN
de I'Arvicanthis soudanais. Ceci représente uneeadifférence entre rongeurs
nocturnes et diurnes, puisque chez le Hamsterrsypieur le (+)8-OH-DPAT) et le
Rat (pour la fluoxétine), ces composés inhibentdifession d’une partie de ces genes
(Caldelas et al. 2005 Cuesta et al. 2009bHorikawa et al. 2000 ; Mendoza et al.
2008. Cependant, cette différence vient probablementait que les traitements ne
sont pas administrés aux méme temps circadiens (GTECTO et CT12). Cette
absence d'effet sur I'expression des genes horlpges étre expliquée de plusieurs
facons. Premierement, nous avons observé le nigeagpression de ces genes une
heure apres linjection de (+)8-OH-DPAT ou de flétre. Il est possible que
'induction et/ou l'inhibition du niveau d’ARNmM dees genes survienne(nt) plus
tardivement, nous ayant ainsi empéché d'observeeftet chez cette espéce. Par
exemple chez le Hamster syrien, I'inhibition derknscription dd’erl et dePer2 est
observée deux heures apres l'injection de 8-OH-DRATde (+)8-OH-DPAT, alors
gu'aucun effet n'est visible une heure aprés lotign (Horikawa et al. 200D
Deuxiemement, il est possible que ces moléculessagi au niveau post-traductionnel
en modulant la phosphorylation des protéines. Efet,efchez la Drosophile,
I'activation des récepteurs d5-kETinhibe la phosphorylation de TIM, une protéine
horloge clé chez cette espedaién et al. 2006 Chez les Mammiféres, le récepteur 5-
HT.1a, une fois activé, affecte les propriétés de phogpéation de la GSKR, protéine

qui joue un réle dans la régulation du systemeadien (i et al. 2004 ; Yin et al.
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2006. Troisiemement, I'expression d’autres genes ly@sopourraient étre affectée

apres les injections de (+)8-OH-DPAT et de fluaxéti

Ces résultats démontrent clairement que la modulatin non-photique de I'horloge

circadienne principale, suite a une activation sétonergique, est différente entre

rongeurs nocturnes et diurnes. Quand on observe ledfets des différents facteurs non-

photiques (Tableau 3), on se rend compte que centa d’entre eux surviennent chez les

especes nocturnes et diurnes, indépendamment du tgycveille-sommeil (GABA et

mélatonine), alors que d’autres paraissent liés aeccycle (hyperactivité, 5-HT, créneau

d’obscurité). Ces données suggeéerent donc que lestieurs non photiques liés au cycle

veille/sommeil pourraient avoir un réle important dans I'établissement et/ou le maintien

de la diurnalité et de la nocturnalité. L'étude d'autres especes diurnes semble

indispensable pour tenter de généraliser a la diumlité les résultats obtenus avec

I’Arvicanthis soudanais.

Type de Rongeurs nocturnes Rongeurs diurnes
facteur Activité Expression Activite Expression
locomotrice Perl et Per2 locomotrice Perl et Per2
Lumiére 1. Retards de phase : Augmentation 1. Retards de phase : Augmentation
début de nuit (veille) en début et | début de nuit (sommeil) en début et
2. Avances de phase : fin de nuit 2. Avances de phase : fin de nuit
fin de nuit (veille) fin de nuit (sommeil)
Hyperactivité Avances de phase : Diminution Avance de phase : ?
milieu de jour (sommeil) début de nuit (sommeil)
5-HT Avances de phase : Diminution Avances de phase : Pas d'effet
milieu de jour (sommeil) nuit (sommeil)
NPY Avances de phase : Diminution ? ?
milieu de jour (sommeil)
GABA Avances de phase : Diminution Retards de phase : Diminution
milieu de jour (sommeil) milieu de jour (veille) Per2
Créneau Avances de phase : Diminution Avances de phase : Diminution
d'obscurité jour (sommeil) nuit (sommeil)
Mélatonine Avances de phase : Pas d'effet Avances de phase : ?

fin de jour (sommeil)

fin de jour (veille)

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des effets des différents facteurs synchroniseurs de
l'horloge chez les espéces nocturnes et diurnes.
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c. Récepteurs 5-HT impliqués dans la synchronisation non-photique

Comme nous venons de le voir, chez les rongeursumas, le 8-OH-DPAT et son
énantiomeére positif sont les principaux agonistesponsables des avances de phase de
I'activité locomotrice, observées suite a des itpes durant le jour subjectif. Ces composés
présentent une affinité pour deux sous-types deptéars, 5-HJa et 5-HT,. Ces deux
récepteurs étant présents dans les SCN des espectesnes Belenky et Pickard 2001 ;
Bonaventure et al. 2002 ; Duncan et al. 1999 ; Naiemet al. 2001 ; Wright et al. 1995de
nombreux travaux se sont penchés sur l'implicatien'un de ces deux sous-types de
récepteurs et les conclusions tirées de ces etamsa ce jour, hautement controversées. Les
récepteurs 5-Hilx seraient impliqués dans les effets non-photigpessque des injections
d’antagonistes bloquent les effets de déphasagesatement induits par des injections de 8-
OH-DPAT pendant le jour subjectif@minaga et al. 1992De plus, les Souris mutantes pour
ces récepteurs ne présentent plus de déphasagepemse au 8-OH-DPATSEith et al.
2008. Les récepteurs 5-HTseraient également responsables de ces effetphutiqtues, car
I'utilisation d’antagonistes et de Souris mutargesr ces récepteurs fournissent le méme type
de résultats que ceux obtenus avec les réceptddis S(Duncan et al. 2004 Ehlen et al.
2001 ; Gardani et Biello 2008 Il semblerait donc que ces deux récepteurs stoien
indispensables pour assurer la synchronisationphotique chez les especes nocturnes. De
plus, il semble, du moins chez le Rat, que lesptéces 5-HTFa participeraient aussi aux
effets non-photiquesSprouse et al. 2004Cependant, ce dernier résultat, obtanuitro, est

a confirmerin vivo et chez d’autres espéeces que le Rat.

Chez les espéces diurnes, nous savons que le (HBFAT agit en provoquant des avances
de phases de l'activité locomotrice pendant la suibbjective. Des résultats préliminaires
montrent chez I'Arvicanthis soudanais que les imj@s d'antagonistes spécifiques des
récepteurs 5-Hix (WAY-100635) ou 5-HT (SB-269970) bloquent totalement les effets de
déphasages provoqués par des injections de (+)®PAMF (Cuesta et al. non publjéet
n'ont pas d'effet quand ils sont injectés seulsm@® pour les espéces nocturnes, les
récepteurs 5-Hily et 5-HT; seraient donc impliqués dans la synchronisationpttique de
I'horloge circadienne principale chez I'Arvicanttisudanais.

Ces deux sous-types de récepteurs semblent dentegtmeédiateurs principaux des effets de
synchronisation sérotonergique de type non-photdare les SCN. Cependant, bien que ces
récepteurs soient présents dans les SCN, ils gaigraent exprimés dans le NRM, le NRD et
les IGL Bonaventure et al. 2002 ; Chalmer et Watson 199lncan et Hensler 2002
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structures cérébrales qui participent aussi a ldutation non-photique des SCN. En effet, en
milieu de jour subjectif, des injections de 8-OHAJPdans les IGL ou le NRD, ainsi qu’une
stimulation électrique du NRD ou du NRM, provoqudet avances de phases de I'activité
locomotrice chez les espéeces nocturr@sa(let et al. 1998 ; Duncan et al. 2004 ; Meyer-
Berstein et Morin 1999 Ces structures et les récepteurs 54t 5-HT; qu’elles expriment
sont donc impliqués dans la synchronisation nortighe. Cependant, les récepteurs 5:HT
et 5-HT; situés dans les SCN seraient les cibles prin@padeir I'obtention des effets non-
photiques, car des injections locales de 8-OH-DR#hs les SCN du Hamster syrien
entrainent les déphasages comportementanaliet et al. 1998 ; Ehlen et al. 2001

Ces deux récepteurs agissent donc en synergis, @lerles voies intracellulaires principales
gu'’ils activent sont opposées. En effet, les rémast 5-HTA et 5-HT; sont respectivement
couplés négativement et positivement a I'AC. Il st probable qu'au sein des SCN, ces
récepteurs soient situés sur des types celluldifEsents. D’une part, des études mettent en
évidence que l'activation des récepteurs 5-litthibe la libération de GABA ou le courant
induit par le GABA dans le NRD du cochon d’Indgafia porcellu} et les SCN du Rat
(Kawahara et al. 1994 ; Roberts et al. 200B’autre part, dans les SCN du Hamster syrien,
I'activation des récepteurs 5-HJ provoque une diminution de la libération de gluditen
(Srkalovic et al. 1994 De plus,in vivo, des applications locales de 5-HT, de 5-CT et-de 8
OH-DPAT inhibent l'activité électrique globale d&CN via l'activation des récepteurs 5-
HT.a et 5-HT; (Ying et Rusak 1994 ; 19pTCes résultats renforcent donc I'implication és c
deux sous-types de récepteurs et suggerent unélpokxalisation des récepteurs 5-4AT
dans les neurones a glutamate (ou dans des newomasctés a ces neurones), alors que les
récepteurs 5-H7seraient exprimés dans les neurones a GABA. De plisque I'activation
de ces récepteurs par le 8-OH-DPAT aboutit a umendition de la libération de glutamate et
de GABA (Kawahara et al. 1994 ; Srkalovic et al. 1994 est possible que les neurones
glutamatergiques et GABAergiques des SCN innerdest cibles différentes, étant donné
gu’ils liberent des neurotransmetteurs aux effpfsosés.

Les récepteurs 5-HEa et 5-HT; sont donc les médiateurs de la synchronisation
sérotonergique de type non-photique dans les SCNe&hles espéces nocturnes et diurnes.
Cependant, la caractérisation et la localisation p¥cise des deux acteurs de cette
synchronisation sont inconnues pour le moment cheles especes diurnes, comme

I’Arvicanthis soudanais, et encore mal caractériséechez les espéces nocturnes.
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2. Mimétisme photique du systéme sérotonergique

Nous avons précédemment énoncé que le systemeorsgngitiue du Rat possédait la
particularité, pendant la nuit subjective, d’'indugiu niveau comportemental et moléculaire
des effets similaires & ceux de la lumiéBraff et al. 2005 ; 2007 ; Kalkowski et Wollnik
1999 ; Kennaway et al. 1996 ; Kennaway et Moyer8l9Rohler et al. 1999 ; Varcoe et al.,
2003 ; Varcoe et Kennaway 200®ans la troisieme étude de cette these, noussavis en
évidence les propriétés d’'une partie du systenwa@®grgique, capable de mimer les effets de
la synchronisation photique chez le Rauésta et al. 2009b

D’une part, ni les injections de fluoxétine, nidtevation des récepteurs 5-Het 5-HT; via
des injections de (+)8-OH-DPAT ou d’'un agonistecHigue des récepteurs 5-HTAS19),

ne produisent d’avances de phase de l'activiténmtdce en fin de nuit subjective. Cela
signifie que les récepteurs 5-kkTet 5-HT; ne sont pas impliqués dans les effets de type
photique. De plus, une activation globale de toes récepteurs 5-HTia la fluoxétine
n'aboutit pas a une réponse de type photique, regufd I'idée que le systeme sérotonergique
véhicule surtout des informations non-photiques Veorloge suprachiasmatique du Rat.
D’autre part, nous avons confirmé I'implication dexepteurs 5-Hi et 5-HT,c dans les
effets de type photique. En effet, en fin de nulijsctive, des injections de mCPBG (agoniste
5-HT; déja testéGraff et al. 200y et de WAY-161503 (agoniste 5-kJ testé ici pour la
premiere fois et plus spécifique que les autresiatEs classiquement utilisés, comme le DOI
ou le mCPP Kennaway et Moyer 1998 ; Varcoe et Kennaway 2@d8voquent des avances
de phase de l'activité locomotrice chez le Rat. t&septeurs 5-Hi agiraient au niveau
présynaptique, en augmentant la quantité de glueafit@eré par les terminaisons du RHT
(Graff et al 2005 ; 200 Cependant, son expression dans les SCN n'atpadééerminée
pour le moment, bien qu’une énucléation (provoquerae dégénerescence du RHT) empéche
I'apparition des avances de phases induites paingegions de quipazinéfaff et al. 2005

Cet argument suggere une localisation présynaptdpiece sous-type de récepteur mais
n'apporte pas de preuve directe de leur présenos g SCN. De plus, il faut garder a
'esprit que I'énucléation peut provoquer des migdifons de I'expression des différents
sous-types de récepteurs présents dans les SCNarmgoégalement expliquer I'absence
d’effet. Les récepteurs 5-Hd sont, eux, exprimeés dans les SCN du Raiyer et Kennaway
1999. lIs seraient situés au niveau postsynaptique,des applications d’agonistes des
récepteurs 5-Hixoc (DOI), en début de nuit subjective, induisent ungnaentation de
I'expression ddPerl dans des explants de SCN de R¥@&r¢oe et Kennaway 2008Puisque
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ces explants ne possedent plus d'afférence, lessdafiduits proviennent obligatoirement de
récepteurs postsynaptiques et peuvent donc étiteugts a I'activation des récepteurs 54T
Cependant, les récepteurs 544,Tdont le réle est encore inconnu, pourraient égeid étre
impliqués puisque le DOI possede une affinité prusous-type de récepteur qui est lui-aussi
présent dans les SCN du Risliofyer et Kennaway 19%9

Alors que les effets de type photique ont été tienaintes fois chez le Rat, I'absence de
travaux étudiant les agonistes responsables deffats chez d’autres rongeurs, comme le
Hamster syrien et la Souris, est surprenant. Djpargé, aucune étude n’a détecté la présence
des récepteurs 5-Hd et 5-HT; chez ces rongeurs et, d'autre part, il n'existaing étude
ayant observé les effets d’un agoniste des réceptetiT,c (Ro-600175) chez le Hamster
syrien Gannon et Millan 2006 Cependant, ce n’est pas l'effet direct sur IENSjui a été
étudié mais la modulation de la synchronisationtigne. Celle-ci n’est d’ailleurs pas altérée
en réponse a des injections de ce composé. La saude montrant des effets que I'on
pourrait peut-étre qualifier de type photique diséiun agoniste aux propriétés particuliéres,
le BMY 7378 Gannon 2003 Cette molécule est un antagoniste des réceptedts;a
postynaptiques qui agit également comme agonisse adgo-récepteurs 5-Hd. Chez le
Hamster syrien, la courbe de réponse de phasegabuagoniste comporte des déphasages
uniquement en fin de nuit subjective et ne mimecdqune partiellement les effets de la
lumiére. Ce sont ces propriétés pharmacologiqudgpiieres qui provoquent ces effets qui

apparaissent comme différents des effets de typequte observés chez le Rat.

Les récepteurs 5-HBc et 5-HT3 sont donc les médiateurs de la synchronisation
sérotonergique de type photique chez le Rat. Ce métisme particulier, opéré par le
systeme sérotonergique dans les SCN, n'a quasimepas été étudié chez les autres
especes nocturnes et diurnes. De plus, la localigat précise des récepteurs 5-Hireste a
étre définie dans les SCN.

3. Modulation sérotonergique de la synchronisation photique

a. Modulation négative chez les rongeurs nocturnes

Dans lintroduction de cette thése, nous avonsiei®l qu'au-dela des effets directs de
synchronisation de I'horloge circadienne principaée systeme sérotonergique était capable
de moduler négativement la synchronisation photagse SCN. Chez le Hamster syrien et la

Souris, des injections systémiques et locales @HEPAT et de fluoxétine inhibent les
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déphasages de l'activité locomotrice, induits pas dréneaux de lumier€lfallet et al.
2001 ; Gannon et Millan 2007 ; Rea et al. 1994 ;bafeet al. 1998 Il a également été
démontré chez le Hamster syrien que des injectler®OH-DPAT et de quipazine réduisent
induction de FOS résultant d'un créneau lumind®iass et al. 1994 ; Rea et al. 1994 ;
Selim et al. 1993 L’'augmentation de lactivité électrique des SG@N Hamster syrien,
produite par une stimulation lumineuse de la rétast également inhibée par des applications
de 8-OH-DPAT, de 5-CT et de 5-HYiAg et Rusak 1994 ; 1997

De maniére inattendue, les études menées sur laulatioth sérotonergique de la
synchronisation photique des SCN du Rat sont quaginmexistantes. Une seule étude
montre, chez cette espéce, que I'induction de fesgion de FOS en réponse a un créneau de
lumiére est inhibée par une injection de 8-OH-DPIREcio et al. 1996, mais de maniere
moins importante comparée aux résultats obtenus lehdamster syrien3lass et al. 1994 ;
Rea et al. 1994 Devant ce manque de résultats, la troisiemeeétiedcette these a justement
étudié les effets modulateurs du systéeme sérotmpuergur la synchronisation photique chez
le Rat. Ainsi, nous avons déterminé que des imjastide (+)8-OH-DPAT et de fluoxétine,
réalisées en fin de nuit subjective, inhibent leanges de phase de I'activité locomotrice
induites par un créneau de lumie@uésta et al. 2009bCe résultat, observé chez le Rat, est
similaire a ceux obtenus chez le Hamster syriedaeSouris et place donc le systéme
sérotonergique comme modulateur négatif de la sgnédation photique chez les rongeurs
nocturnes.

De plus, notre étude a été la premiéere a obsepsgression des génes horloges en réponse a
'association d'une stimulation sérotonergique ®indcréneau lumineux. D’'une part, nous
avons confirmé qu’un créneau de lumiere, appliqudire de nuit subjective, provoque une
augmentation rapide de I'expressionREr1 et une augmentation plus lente de cellé*de2
(Zylka et al. 1998; Yan et Silver 200®e plus, nous avons mis en évidence que la hemiée
induit également I'expression dRors, dont I'implication dans la synchronisation phogga
déja été soulignéeMasana et al. 2007 D’autre part, nous avons mis en évidence dams le
SCN qgu’en fin de nuit subjective, des injectiondldexétine augmentent I'expression induite
par la lumiere ddPerl, et dans une moindre mesure, Rler2 et deRorf. Ces résultats ne
corroborent pas la théorie unificatrice établie mexpliquer la résultante moléculaire des
interactions entre facteurs photique et non-phesgivaywood et Mrosovsky 20D1Cette
théorie postule que les facteurs non-photiquesettil'induction de I'expression des géenes
Per en réponse a la lumiére. Cette explication, biea walable pour certains facteurs non-

photiques Brewer et al. 2002 ; Ehlen et al. 2008 ; Yokotaakt2000Q, ne lI'est pas pour
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d’autres Christian et Harrington 2002 Cuesta et al. 2009b Edelstein et al. 2003 Il
semble donc que les mécanismes moléculaires ingdiglans linteraction des facteurs
photigue et non-photiques sont hautement complestesne sont pas limités a des
modifications de I'expression des genes horlogess das SCN. Des modifications aux
niveaux traductionnel, post-traductionnel et swautfes acteurs que les génes horloges sont

donc envisageables.

Ces résultats mettent pour la premiére fois en avdnla capacité du systeme
sérotonergique a moduler la synchronisation photiga des SCN du Rat, de maniere

similaire a celle observée chez les autres rongeurscturnes.

b. Modulation positive chez les rongeurs diurnes

Les interactions entre facteurs photique et nortighes ont été tres peu étudiées chez les
rongeurs diurnes. A ce jour, il n’existe que peurdgaux ayant étudié les effets d’injections
d’agonistes des récepteurs GABAmuscimol) et GABA (baclofen) sur la synchronisation
photique des SCN d’'un rongeur diurne, le Rat du(Blllen et al. 2008 ; Novak et al. 2004 ;
2006 ; Novak et Albers 200¥bCes injections inhibent les déphasages de Vigeti
locomotrice, induits par la lumiere pendant la suibjective. Ces effets sont donc similaires a
ceux observés chez un rongeur nocturne, le Harsgteam Gillespie et al. 1996 ; 1997
Cela signifierait que ce facteur non-photique @titpetre les autres facteurs non-photiques)
agirait de la méme manieére sur la synchronisatibatigue des SCN, chez les rongeurs
nocturnes et diurnes.

D’un point de vue moléculaire, par contre, lestsffdu muscimol different quelque peu entre
especes nocturnes et diurnes. Chez le Rat dueNiinjections d’agonistes GABAréalisées

en début de nuit subjective, inhibent I'expressienPer2 dans les SCN, mais pas celle de
Perl (Novak et al. 2006 Chez le Hamster syrien, lI'induction de I'expiessdePerl a lieu
durant toute la nuit subjective, alors que cellePée2 prend place en fin de nuit subjective
(Ehlen et al. 2008 La disparité des données obtenues soulignetglutiomplexité des effets
induits par une stimulation concomitante de la kmmiet d’'un facteur non-photique sur les
SCN que de difféerences permettant de mieux compeegidrnalité et nocturnalité.

La premiére étude de cette thése a permis d’obséegeeffets d’'un autre facteur non-
photique sur la synchronisation photique. Des tiges de (+)8-OH-DPAT et de fluoxétine
potentialisent a la fois les retards et les avadeeghase de l'activité locomotrice, induits par

des créneaux lumineux pendant la nuit subjectiugeéta et al. 2008 Cette modulation est
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donc opposée a celle obtenue chez le Hamster sytien Souris avec les méme molécules
(Challet et al. 2001 ; Gannon et Millan 2007 ; Rdaak 1994 ; Weber et al. 1998Elle est
également opposée aux résultats trouvés chez ure espéce diurne, mais pour un autre
facteur non-photique : une activation GABAergiqidoyak et al. 2004 ; 2006 ; Novak et
Albers 2004h Ces données comportementales mettent donc den®é plusieurs différences
supplémentaires entre espéces diurnes et nocturResmiérement, la modulation
sérotonergique de la synchronisation photique actatetment opposée entre rongeurs diurnes
et nocturnes. Ce résultat est donc en accord aviztlque la synchronisation non-photique,
meédiée par la sérotonine, I'est également. Deuxiéeme, il semble que la synchronisation
non-photique de type GABAergique, bien gu’ayant leémes effets que celle de type
sérotonergique chez les espéces nocturnes, véttialds informations différentes, puisque
gue ces deux types de synchronisation n'ont pasnfse conséquences chez les especes
diurnes. En effet, en plus des effets différentopls viennent d’étre exposés concernant la
modulation de la synchronisation photique, lesteffen-photiques du GABA et de la 5-HT
différent également chez les espéces diurnes.ivaitin des récepteurs GABAaboutit a
des retards de phase en milieu de jour subjédtiVék et Albers 2003aalors que I'activation
des récepteurs 5-H7;; provoque des avances de phase pendant la nuicBubj€uesta et

al. 2009. Il est possible que ces différences aient urarhgur les mécanismes sous-tendant
diurnalité et nocturnalité. De plus, tous ces r@gsiirenforcent I'idée qu'il existe des facteurs
non-photiques dépendant du cycle veille-sommeilH(); alors que d’autres sont
indépendants de ce cycle (GABA).

Dans la premiére étude de cette these, nous agafes@ent cherché a étudier les mécanismes
moléculaires impligués dans la modulation séroiginee de la synchronisation photique
chez I'Arvicanthis soudanaisC(iesta et al. 2008 En tout début de nuit subjective, les
injections de fluoxétine et de (+)8-OH-DPAT, dowsdé&le créneaux lumineux, induisent une
augmentation de I'expression ¢er2 et deRev-erlx dans les SCN, alors que la lumiére,
appliguée seule, est sans effet a ce moment-laowa fin de nuit subjective, ces injections
potentialisent et inhibent respectivement I'indactpar la lumiére de I'expression Berl et

de Roi dans les SCN. Ces résultats indiquent que lesaktiens des facteurs photique et
non-photiques provoquent des réponses complexesivaau transcriptionnel. Quand on
compare ces résultats a ceux trouvés chez le Ratdsdes injections de fluoxétine réalisées
en fin de nuit subjectiveduesta et al. 2009bon observe d’'une part des effets similaires sur
'expression ddPerl et d’autre part des effets opposés sur I'exprasseRors. Ces résultats

sont difficiles a interpréter, mais il semble drers ait un role particulier. En effet, suite a
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une stimulation lumineuse, I'expression de ce gesteaugmentée de maniere similaire chez
les especes diurnes et nocturnes. Par contreutiih de cette expression est inhibée en
réponse a une stimulation sérotonergique chezslesces diurnelesta et al. 2008 alors
gu’elle est potentialisée chez les especes nodu@gesta et al. 2009b Une fois encore,
'ensemble de ces résultats est a considérer avelemnce, du fait des possibles modifications
aux niveaux traductionnel et post-traductionnel réponse a linteraction des facteurs
photique et non-photiques.

Comme au niveau comportemental, les effets mol&eslale I'activation des récepteurs
GABA, (Ehlen et al. 2008 ; Novak et al 2Q0sont différents de ceux trouvés apres une
activation des récepteurs 5-HF (Cuesta et al. 2009 Alors qu’en début de nuit subjective,
dans les SCN, le GABA a un effet inhibiteur sunduction de I'expression deer2 en
réponse a la lumiére, le systeme sérotonergiquenpalise la synthese dARNm deer2
Cela renforce encore I'idée que ces deux facteomsphotiques n'ont pas le méme réle dans

les SCN, du moins chez les espéces diurnes.

Ces résultats démontrent clairement que la modulabn sérotonergique de la
synchronisation photique difféere grandement entre gpeces diurnes et nocturnes et place
une fois encore le systeme sérotonergique comme dacteur important dans les

mécanismes régulant diurnalité et nocturnalité.

c. Modulation positive chez les rongeurs nocturnes

Nous avons déja énoncé l'une des propriétés phéties du systeme sérotonergique du Rat
qui, rappelons-le, est capable de mimer les etfdadsynchronisation photiqu€esta et al.
2009b; Graff et al. 2005 ; 2007 ; Kalkowski et Wollnik, 999; Kennaway et al. 1996 ;
Kennaway et Moyer 1998 ; Kohler et al. 1999 ; Varad al., 2003 ; Varcoe et Kennaway
2008. Le systeme seérotonergique possede égalemenauires particularité, décrite pour la
premiére fois dans la troisieme étude de cetteetlfggesta et al. 2009b En fin de nuit
subjective, une activation des récepteurs 546t capable de potentialiser les avances de
phase de I'activité locomotrice, induites par lmiare. Cet effet n’est, par contre, pas observé
par des traitements couplant une activation desptéars 5-H¥ avec un créneau de lumiere.
L’absence de potentialisation, suite a une activaties récepteurs 5-HTest peut-étre due a
la possible localisation présynaptique de ce récemur les terminaisons du RHGréff et

al. 2009. En effet, pour mimer les effets de la lumiere,récepteur permet la libération de

glutamate par le RHT. Or, si la lumiére a déja eiéché une libération massive de glutamate,
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la libération supplémentaire provoquée par I'a¢iora concomitante des récepteurs 53HT
serait négligeable et n’entrainerait pas d’augntiemtades avances de phase induites par la
lumiére. Par contre, les récepteurs 5:¢I3ont, eux, situés au niveau postsynaptique dans le
SCN (Varcoe et Kennaway 20p&t leur activation et donc les voies intraceihds qu’ils
stimulent, seraient indépendantes de la libératien glutamate, ce qui permettrait la
potentialisation des avances de phase de I'actadtEmotrice.

Chez le Hamster syrien, l'activation des réceptéas#dT,c ne modifie pas les effets de
déphasages de I'activité locomotrice, induits palumiere en fin de nuit subjectiv&d&nnon

et Millan 2006. Cela confirme I'hypothese que la modulation g&vergique positive de la
synchronisation photiqgue est une caractéristiquaprpr au Rat, due a la présence des
récepteurs 5-Hk dans les SCN. Il est toutefois possible chez le $tamsyrien de
potentialiser les déphasages induits par la lumiereles injections de molécules aux effets
mixtes (agonistes des auto-récepteurs 5 HE€t antagonistes des récepteurs 5HT
postsynaptiquesByku et Gannon 2000 ; Gannon 2003 ; Gannon et KIi#806; Matsuda et

al. 1995 ; Rea et al. 1995 ; Sterniczuk et al. 20F&kahashi et al. 2002 Cependant, ces
effets sont uniquement dds aux propriétés pharrogoples de ces composés et la réalité

physiologique d’un tel processus reste a démontrer.

Le systeme sérotonergique du Rat est capable, aftas, d'inhiber et de potentialiser les
effets de déphasages de I'activité locomotrice, dénant donc a ce systeme une action
opposée au sein de I'horloge circadienne principal€ependant, le rble physiologique de

cette double modulation est inconnu pour le moment.

d. Récepteurs impliqués dans la modulation sérotonergique de la
synchronisation photique

Chez les espéces nocturnes et diurnes, les agoprateipaux responsables de la modulation
de la synchronisation photique des SCN sont le 8BBAT et le (+)8-OH-DPAT, qui se
lient aux récepteurs 5-HI et 5-HT; (Cuesta et al. 2008 ; 2009Rea et al. 1994 ; Weber et
al. 1998. La situation est similaire a la synchronisatimm-photique des SCN précédemment
décrite, car ces deux récepteurs semblent potemtieht impliqgués dans ces effets. En effet,
I'application de 8-OH-DPAT inhibe I'induction deaktivité électrigue des SCN du Hamster
syrien, suite a une stimulation lumineud@n@ et Rusak 1994 ; 19p7Cette inhibition est
plus ou moins réduite par I'application d’antagtessdes récepteurs 5-phI(Ying et Rusak

1999 et tres fortement réduite par I'application dagunistes des récepteurs 5/HYing et
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Rusak 199) De plus, la libération de glutamate par le RHiTré&ponse a une stimulation du
nerf optique, serait faiblement réduite par I'agtion des récepteurs 5-HTSmith et al.
2007). L'étude des Souris mutantes apporte égalemenpaives indirectes de I'implication
de ces récepteurs dans les mécanismes de synetimmiphotique des SCN. Les Souris
mutantes pour le récepteur 5-Hprésentent des retards de phase de l'activitémotice
aprés un créneau de lumiéere, appligué en fin de subjective, alors qu’'on observe des
avances de phase chez les Souris sauva&geddni et Biello 2008 Chez les Souris mutantes
pour le récepteur 5-HJE, les avances de phase induites par la lumiereostgrandes que
celles obtenues chez les Souris sauvagesth et al. 2008 La troisieme étude de cette these
a également tenté d'élucider l'implication de ce=uxd récepteurs, par l'utilisation d’un
agoniste spécifique des récepteur 5:H&cemment développé et encore trés peu utilisé,
'AS19 (Perez-Garcia et Meneses 2006; Meneses et al.)2@08jection de cet agoniste
chez le Rat ne diminue pas les avances de pha$acteité locomotrice, induites par la
lumiére en fin de nuit subjective, alors que clestas pour le (+)8-OH-DPATCuesta et al.
2009h. Ce résultat suggere que ce sont les réceptediE, b qui seraient responsables des
effets de modulation de la synchronisation photiguoais au vu de tous les résultats, il serait
plus prudent de postuler que I'activation de casxdécepteurs est nécessaire pour assurer les
effets modulateurs du systéme sérotonergique @éarSCN.

Encore une fois, I'implication des autres strucsuparticipant a la synchronisation des SCN
(IGL, NRD et NRM) et des récepteurs qu’elles exmmin’est pas a exclure. Cependant, les
récepteurs 5-Hiy et 5-HT; situés dans les SCN semblent étre les acteur®migdnts de
cette modulation, puisque des injections localesdes SCN de 8-OH-DPAT sont capables
d’inhiber les déphasages de I'activité locomotirauits par la lumiéreWeber et al. 1998

Les récepteurs 5-HE participent également a la modulation de la syoisation photique
de I'horloge circadienne principale. Apparemmeattivation de ces récepteurs inhiberait les
déphasages de I'activité locomotrice et de I'at#idélectrique des SCN, induits par la lumiere
ou par une stimulation du nerf optiqueigkard et al. 1996 ; 1999; Pickard et Rea 1997 ;
Smith et al. 2001 ; Srkalovic et al. 1994 activation des récepteurs 5-kklaboutirait a une
réduction de la libération de glutamate par le RAd@rmalement induite par la lumiere chez

le Hamster syrien et la Souris.

Il y a donc au moins trois sous-types de récepteutsHT (5-HT 14, 5-HT7 et 5-HTyg) qui
participent a la modulation négative de la synchroisation photique des SCN, chez les

espéeces nocturnes et probablement chez les espédiesnes. De plus, chez le Rat, un
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quatrieme sous-type de récepteurs 5-HT (5-Ht) est responsable d’'une modulation
positive particuliere de la synchronisation photiqe des SCN.

Tous ces résultats, ainsi que ceux obtenus dansdadre de la synchronisation non-
photique et de type photique, démontrent a quel pat le systeme sérotonergique joue un
réle crucial dans les mécanismes régulant le fonotinement de I'horloge circadienne
principale et dans ceux sous-tendant diurnalité emocturnalité via la multitude de sous-

types de récepteurs présents dans les SCN (Figute& et 19).

NON-PHOTIQUE (Rat, Hamster, Souris)

Jour : avances de phases comporftementales,

altération de I'expression des génes horloge
Nuit : inhibition des déphasages comportementaux
induits par la lumiére et altération de I'induction des

geénes horloge par la lumiére
NON-PHOTIQUE (Rat)
Pendant le jour ?

NON-PHOTIQUE (Hamster, Souris) 5-HT,,
Nuit : inhibition des Y

, -HT
déphasages comportementaux O-HTss Réle
induits par la lumiére 7 inconny
5-HT,,

¥ 5-HT,,

Tractus ? SERT

rétino-hypothalamique Projections

provenant du NRM

TYPE PHOTIQUE (Rat)
Nuit : déphasages comportementaux (5-HT,,,3)
et potentialisation des déphasages
comportementaux induits par la lumiere (5-HT,,)

Figure 18 : Schéma récapitulatif simplifié des effets de /activation des récepteurs 5-
HT présents dans les SCN, chez les rongeurs nocturnes.

? . Localisation non déterminée; NRM: noyau du raphé médian; SCN: noyau
suprachiasmatique ; SERT : transporteur spécifique de recapture de 5-HT.
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NON-PHOTIQUE (Arvicanthis soudanais)
Nuit : avances de phases comportementales,
pas d'altération de I'expression des génes horloge
Nuit : potentialisation des déphasages
comportementaux induits par la lumiere et altération
de l'induction des genes horloge par la lumiére

\/ 5-HT,, ?

Tractus
rétino-hypothalamique

SERT
Projections
provenant du NRM

Figure 19 : Schéma hypothétigue des effets de /activation des récepteurs 5-HT
présents dans les SCN, chez les rongeurs diurnes.

? : Localisation non déterminée; NRM: noyau du raphé médian; SCN: noyau
suprachiasmatique ; SERT : transporteur spécifique de recapture de 5-HT.

4. Modéle diurne, systéme sérotonergique, horloge circadienne
principale et possibles applications thérapeutiques

Des altérations des rythmes circadiens sont souassciées aux troubles de I'humeur,
comme la dépressioR@senwasser et Wirz-Justice 1997 ; Lader 20C@pendant, on ne sait
pas a I'heure actuelle, si ce sont les altérateansiveau de I'horloge circadienne principale
qui provoquent la dépression ou l'inverse. Cesupkdtions sont en tout cas liées et de
nombreuses preuves experimentales montrent quainsedntidépresseurs ont des effets sur
les SCN, suite a une administration aigiie ou chreni La fluoxétine fait partie de ces
composeés frequemment utilisés dans le traitemed dépressionWong et al. 2006 Chez

les espéces nocturnes, nous avons déja décrieguejéctions uniques de fluoxétine agissent
sur I'horloge suprachiasmatique de maniére dirgetiéets non-photiques) et par une
interaction avec la synchronisation photique, aytarts les deux cas, des conséquences aux

niveaux moléculaire et comportemeni@bésta et al. 2009bChallet et al. 2001 ; Gannon et
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Millan 2007). Les études, portant sur les effets circadiensel’administration chronique de
fluoxétine chez les rongeurs nocturnes, sont phuesr Certains travaux montrent que des
traitements chroniques a la fluoxétine sont safet stir le rythme d’activité locomotrice de
Rat placés en DDWollnik 1993. Chez la Souris, des injections chroniques dexttine
raccourcissent la période endogeRegsidente et al. 1992Une étude a également montré
gue des applications chroniques de fluoxétine pyoeat une diminution de I'expression des
récepteurs 5-Het que ces récepteurs seraient la cible princigedeantidépresseurs dans les
SCN Mullins et al. 199%.

Chez les rongeurs diurnes, la premiere étude de te¢se est la seule a avoir mis en
évidence, a ce jour, des effets chronobiotiquegsaitg la fluoxétine sur les SCN, qui sont de
surcroit opposés a ceux obtenus chez les especesnes Cuesta et al. 2008 Ce résultat
différentiel met en avant I'importance d’étudiersdmodeles diurnes dont 'organisation
temporelle est plus proche de celle de 'Homman dé& développer des outils thérapeutiques
plus adaptés a la physiologie des animaux diulregait que chez I'Arvicanthis soudanais,
le systeme sérotonergiqwéa des injections de fluoxétine, soit capable de mickser les
déphasages induits par la lumiéere, suggere quéofa@nti-dépressive de la fluoxétine,
administrée de maniere chronique chez I'Homme, nadiupasser en partie par une action
chronobiotique sur les SCa une augmentation de la sensibilité au facteurighetpar
exemple.

Etant donnée la diversité des sous-types de réospseHT présents dans les SCN et ayant
des fonctions diverses, la fluoxétine qui provogue augmentation de la libération de 5-HT
agissant sur tous les récepteurs, ne serait paénfient I'outil thérapeutique le plus adapté
pour une action anti-dépressive médiée par les SCN.

Le développement de composés plus spécifiques polun ou l'autre sous-type de
récepteurs, présents dans I'horloge suprachiasmatigg, pourrait augmenter I'efficacité
thérapeutique grace a une action plus ciblée quelmeédiée par la fluoxétine. C’est par
exemple le cas de 'agomélatine, un composé qui @sla fois un agoniste des récepteurs
MT1 et MT2 de la mélatonine et un antagoniste desécepteurs 5-HLc. L'agomélatine
permettrait de traiter les troubles de I'humeur, dant la dépression Eser et al. 2007 ;
Racagni et al. 2007 ; San et Arranz 2008 ; Steinaét200§ via notamment a son action
sur les récepteurs 5-HEc. Ce composé illustre donc I'intérét de mieux commndre la
modulation sérotonergique de I'horloge circadienneprincipale, ce qui permettra une

meilleure approche thérapeutique.
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Les travaux de cette these ont permis de défing IGArvicanthis soudanais représente un
modéle ayant une physiologie diurne. L'étude denoelele, au niveau circadien, a permis de
mettre en avant que la modulation sérotonergiquénddoge circadienne principale agit de
maniere différente entres rongeurs diurnes et moes) sans toutefois pouvoir affirmer que
cette modulation différentielle est a I'origine ldediurnalité ou de la nocturnalité.

Néanmoins, il est un peu hasardeux de généralisediarnalité les données obtenues a partir
d'une seule espece diurne. Une des priorités fordtates sera donc d'étudier d’autres
especes diurnes, comme la Gerbille mongole et ¢gpilde Chili, ainsi que des especes dont la
diurnalité a été caractérisée récemment, commelaisSdes champs a quatre rayures et la
Souris rayée africaine. L'obtention de résultatsilsires a ceux observés chez I'Arvicanthis
soudanais, concernant par exemple I'action du syesterotonergique sur les SCN, permettra
de conclure quant a des effets propres a la ditgnajui pourraient donc étre également
retrouvés chez 'Homme.

Une autre perspective importante, faisant suitette chese, sera de caractériser le systeme
sérotonergique en relation avec I'horloge circadéeprincipale, chez I’Arvicanthis soudanais
(et chez d’autres rongeurs diurnes). En effet, lhee nous ayons démontré l'effet des
agonistes sérotonergiques sur les SCN, nous nensgas si les afférences, provenant du
NRD et du NRM, innervent les SCN et les IGL de mamiidentiqgue a ce qui a été observé
chez les rongeurs nocturnes. Il est donc nécesgairdes techniques d'immunomarquages
(anticorps 5-HT et SERT) et de tracage, de carlaetéles voies émanant de ces différentes
structures. De plus, il semble également indisgdasde localiser par immunomarquages
et/ou par autoradiographie les différents sousstyge récepteurs 5-HT présents dans ces
différentes structures chez I'Arvicanthis soudanligst également nécessaire de mettre en
evidence la présence des récepteurs 5-t8Ans les SCN du Rat (et peut-étre des autres
especes nocturnes et diurnes), puisqu’ils n’orjbtos pas été précisément localisés a ce jour.
Ceci ouvre une autre perspective, valable autae &ds rongeurs diurnes que nocturnes : il
est indispensable de déterminer la localisationcaliblaire des récepteurs 5-HT dans les
SCN, par le biais de double marquage pour le sgpesde récepteur (ex : 5-hl 5-HT7, 5-
HTs3) et le type de neurone (ex: GABA, glutamate),seique par des techniques
d'immunohistochimie couplée a la microscopie étmutjue. Ceci permettra a la fois, de
caractériser la localisation pré- ou postsynaptide® récepteurs, ainsi que le type cellulaire
(neurones ou cellules gliales) ou ils sont expringésqui fournira des explications quant aux

relations entre la localisation et le réle des péers 5-HT présents dans les SCN.
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L’étude de lI'implication respective des structuf8EN, IGL, NRD et NRM), en relation avec
la synchronisation de I'horloge circadienne priadgy devra également étre menée chez
I’Arvicanthis soudanais, par le biais d'injectidiesales de NPY dans les SCN (médiateur des
informations provenant des IGL) et d’agonistes ®@rergiques dans les SCN, les IGL, le
NRD et le NRM. Les résultats trouvés permettronine’ part, de connaitre le role respectif de
chacune de ces structures dans les phénomenesadeayisation chez un animal diurne et
d’autre part, de savoir si le fonctionnement de stegctures est similaire ou non a celui
observé chez les especes nocturnes.

Le systeme sérotonergique du Rat est capable demhes effets de la lumiere sur I’horloge
suprachiasmatique. Cette spécificité n’a quasirjaanais été étudiée chez les autres rongeurs
nocturnes. Il semble indispensable de confirmex des études pharmacologiques et
comportementales, si cette particularité est pr@ureRat ou si elle est retrouvée chez les
autres especes nocturnes et également chez lesessdaurnes, comme ['Arvicanthis
soudanais. Si ce type de modulation était obsechéz toutes les espéces, il sera alors
nécessaire de développer des outils thérapeutfmjussiblés dans le traitement de certaines
neuropathologies comme la dépression. En efféheaie actuelle, les traitements utilisés ne
sont pas spécifigues d'un sous-type de réceptadil Gnais agissent sur I'ensemble du
systeme sérotonergique. Puisqu’il semble qu’uné ges effets curatifs pourrait étre médiée
par une action sur I'horloge circadienne principaleque les différents récepteurs présents
dans cette structure ont des roles qui leur sasprps et parfois opposés (dans le cas de la
modulation de type photique en particulier), le@éppement de composeés spécifiques pour
un seul sous-type de récepteur pourrait avoir déllenes effets thérapeutiques avec
éventuellement une action concomitante sur d’aslysgeme neurochimiques, comme c’est le
cas pour 'agomélatine (stratégie multi-cibles).

Enfin, il faudra continuer a explorer le fonctionment de I'horloge circadienne principale et
des structures connectées avec cette demigneotamment des études lésionnelles, afin de
discriminer les acteurs participant au maintienaolétablissement de la diurnalité ou de la
nocturnalité. En effet, il est plus que probable ¢établissement de ces deux caracteres soit
dd a l'association de nombreuses structures céedbigétine, SCN, IGL, NRD, NRM,
VLPO...) sous forme d’'un réseau fonctionnant de nraniifférente entre especes nocturnes
et diurnes et dont les boucles de rétroaction @peint au maintien de I'un ou l'autre de ces
caractéres. Dans ce cadre, cette thése aura pdenp$acer la sérotonine et les structures

libérant cette molécule au coeur de ce réseau.
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