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Les mécanismes moléculaires
de I'horloge circadienne

P> Tout étre vivant possede une
horloge circadienne, nécessaire a
la régulation d’une multitude de
systemes physiologiques.
L'horloge centrale des
mammiferes est située dans le
noyau suprachiasmatique de
I’hypothalamus antérieur. Les
mécanismes moléculaires sous-
jacents a I’établissement et au
maintien des rythmes biologiques
commencent depuis peu a étre
élucidés. Chez tous les
organismes étudiés, ces
mécanismes reposent sur des
boucles d’autorégulation négative
et impliquent I'expression de
facteurs de I'horloge, qui
répriment leur propre transcription
lorsqu’ils atteignent des taux
d’expression critiques. En outre,
de nouveaux travaux concernent
I’étude d’horloges périphériques
qui semblent exister dans divers
tissus, voire diverses cellules
indépendantes, ainsi que la
recherche des photorécepteurs
impliqués dans la réception des
signaux provenant de
I’environnement. <«
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otre horloge biologique,

bien que discrete, fonc-

tionne en permanence et

affecte mille et un aspects

de notre physiologie et de
notre vie quotidienne. Ainsi, le déca-
lage horaire ressenti aprés un long
voyage, le médicament dont la prise
est prescrite le matin, le réveil mati-
nal qui intervient méme si I’heure du
coucher est tardive, ou les troubles
chroniques de sommeil, sont des
manifestations de cette horloge
omniprésente dans nos vies. Cepen-
dant, I'étude des rythmes biologiques
chez les animaux et chez ’homme ne
date que de la deuxiéme moitié de ce
siecle, avec les travaux des pionniers
Jurgen Aschoff et Colin Pittendrigh,
qui ont permis de jeter les bases de la
chronobiologie. Auparavant, seuls les
botanistes s’étaient consacrés a |'étude
des rythmes biologiques. Ainsi en
1729, l'astronome francais d’Ortous
de Mairan remarquait que les feuilles
d’une héliotrope s’ouvraient et se fer-
maient en suivant le rythme du jour et
de la nuit. Cent ans plus tard, Augus-
tin de Candolle montrait que ces
rythmes circadiens (de circa diem,
«environ un jour» en latin) persis-
taient en obscurité constante et sont
donc indépendants de |’alternance
jour-nuit [1].
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| Les horloges centrales

Chez les bactéries, les champignons et
les animaux, une multitude de phéno-
menes dépendent également des
rythmes circadiens. Chez I’animal,
I’horloge est localisée dans des régions
spécifiques du systeme nerveux cen-
tral. Chez les oiseaux, les reptiles et les
poissons, |’épiphyse (ou glande
pinéale), une petite glande située au
sommet du cerveau, recoit directement
la lumiére, produit des rythmes circa-
diens et sécrete des hormones de fagon
rythmique. Il s’agit donc du fameux
«troisiéme ceil », puisque chez ces ani-
maux, la réception de la lumiére n’est
pas I'apanage des yeux. Il y a plus de
trois siécles et demi, René Descartes
avait déja réalisé I'importance de I'épi-
physe dans les rythmes biologiques, et
voyait en elle un lien entre les signaux
lumineux recus par les yeux et les
divers phénomenes physiologiques
influencés par ces signaux. Descartes
postulait que cet organe est le point de
contact, ou l’intermédiaire entre la
pensée et le corps.

Chez les mammiféres, la situation est
un peu plus complexe. La glande
pinéale synthétise I’'hormone mélato-
nine de fagon rythmique, mais ne
constitue pas elle-méme une horloge,
puisqu’elle dépend d’autres structures



pour produire ces oscillations [2].
L’horloge centrale est localisée dans
le noyau suprachiasmatique (NSC)
qui se trouve dans la partie antérieure
de I’hypothalamus (figure 1) [3]. Le
NSC produit plusieurs neuropeptides
de maniere circadienne et envoie des
signaux oscillants a la glande pinéale.

Ces horloges physiologiques fonc-
tionnent également en conditions
constantes [1]. Ainsi, méme si un
individu est maintenu dans un envi-
ronnement dépourvu d’indications
temporelles et sans changement de
lumiére, ses rythmes physiologiques
seront maintenus. Le NSC constitue
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Figure 1. Le systéme circadien. A. Schéma anatomique montrant la position
du noyau suprachiasmatique (NSC) dans I’hypothalamus et le cerveau, ainsi
que de l'axe rétino-hypothalamique et la glande pinéale. B. Analyse de
I’expression du géne codant pour le peptide VIP sur une coupe de cerveau de
souris. Dans le cerveau, VIP est exprimé spécifiquement au niveau du NSC et
peut donc servir de marqueur pour cette structure. NPV: noyau paraventri-
culaire de I'hypothalamus,; GSC: ganglion cervical supérieur.

une horloge autonome et peut rem-
plir son role sans apports extérieurs,
ce qui explique la persistance des
rythmes biologiques. Différents syn-
chroniseurs, dont |’alternance jour-
nuit chez la plupart des animaux et
des facteurs de nature socio-écolo-
gique chez ’homme, pourront cepen-
dant influencer "horloge du NSC, en
ajustant sa période exactement a la
longueur du jour ou en changeant sa
phase pour la synchroniser avec un
nouvel environnement, par exemple
en cas de décalage horaire (pour une
définition de la période ainsi que
d’autres caractéristiques des rythmes,
se référer a I’encadré ci-contre) [1].
Le role central du NSC dans la pro-
duction des rythmes circadiens [4] a
pu étre défini grace a plusieurs
approches expérimentales. Aprés une
ablation chirurgicale du NSC, des
hamsters perdent leurs rythmes d’acti-
vité locomotrice, mesurés grace a un
systeme de cages avec roue, dont le
mouvement est suivi par ordinateur
(on obtient ainsi un schéma appelé
«actogramme » ; figure 2). Ces ani-
maux n’arrivent pas a appréhender le
passage du temps et courent sur leur
roue de facon arythmique. Ce traite-
ment affecte aussi d’autres rythmes
physiologiques circadiens, tels que
ceux de I'absorption de nourriture, de
la température corporelle et de la
sécrétion de diverses hormones. La
seule facon de rétablir une rythmicité
chez ces animaux est de leur greffer
un NSC. Dans ce cas, les rythmes
ainsi acquis ont les propriétés du
donneur de la greffe , et non celles du
receveur. Par ailleurs, chez le rat, une
stimulation électrique ou pharmaco-
logique du NSC provoque un change-
ment dans la phase des rythmes de
ces animaux.

Le NSC est composé d’'un groupe
compact de quelques milliers de neu-
rones. Lorsque ces cellules sont dis-
persées en culture, elles retiennent
leur capacité de produire des rythmes
circadiens, qui déterminent par
exemple la synthése rythmique de
neurotrophines et |utilisation du glu-
cose [5]. Des observations similaires
ont été faites sur des cellules d’hor-
loge de poulet et de Bulla (un escar-
got marin utilisé en neurophysiolo-
gie), ainsi que chez des organismes
unicellulaires possédant une horloge,
tels que le champignon Neurospora
crassa et certaines bactéries. Cette
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tions par rapport au niveau moyen.

Quelques caractéristiques fondamentales
des rythmes biologiques

Différents termes sont utilisés pour décrire précisément certaines caractéris-
tiques des rythmes biologiques. La période (1) est la durée d’un cycle, c’est-
a-dire le temps écoulé pour que les parametres mesurés reviennent a leur
point de départ (par exemple entre deux maximums). Ainsi, la période des
rythmes circadiens est d’environ 24 heures. Il existe aussi des rythmes phy-
siologiques de période plus courte, dits ultradiens (retrouvés par exemple
chez les nourrissons et au cours de divers phénomenes rythmiques dans le
cerveau), et des rythmes dont la période est au-dela de 24 heures, dits infra-
diens (ainsi les rythmes circannuels, de la longueur d’une année). La phase
(®) du rythme indique sa relation dans le temps avec un phénomene ou un
autre cycle. Ainsi, lors d'un décalage horaire consécutif a un voyage, la
phase de notre horloge et de nos rythmes internes n’est plus la méme que la
phase des phénomenes de notre environnement. Les rythmes internes et
externes sont décalés. Enfin, I'amplitude (A) du rythme correspond aux varia-

Valeur
physiologique

mesuree

observation est essentielle, puisqu’elle
démontre que la qualité d’horloge est
intrinséque a ces cellules. Par consé-
quent, il est clair que tous les élé-
ments nécessaires au fonctionnement
d’une horloge biologique circadienne
peuvent étre contenus dans une seule
cellule, et que ces horloges sont donc
composées de molécules. Les rythmes
sont produits par I'expression de cer-
tains genes ainsi que par I’abondance
et I'activité de certaines protéines
dont la présence varie dans ces cel-
lules. Quels sont donc ces génes, véri-
tables engrenages des horloges molé-
culaires, et comment permettent-ils
I’établissement des rythmes?

I Les génes de I'horloge

La nature des mécanismes molécu-
laires impliqués dans le fonctionne-
ment des horloges fut d’abord explo-
rée par la recherche de mutants
génétiques. Un exemple classique est
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celui du mutant tau chez le hamster,
isolé dans le laboratoire de Michael
Menaker [6]. Les animaux hétérozy-
gotes pour cette mutation présentent
des rythmes d’activité ayant une
période de seulement 22 heures, alors
que les homozygotes ont une période
de 20heures. Malheureusement, par
rapport a la souris ou a I’homme, les
études génétiques et génomiques
demeurent peu développées chez le
hamster, et ces limitations n’ont pas
permis une analyse moléculaire
approfondie de ce mutant.

Les organismes unicellulaires se pré-
tent plus facilement aux études géné-
tiques. Ainsi, chez Neurospora, |’hor-
loge endogene est responsable de la
synchronisation circadienne des
cycles de sporulation asexuée (coni-
diation) [7]. L’isolement de champi-
gnons chez lesquels le rythme de
conidiation est supprimé a permis la
découverte de la mutation du gene
frequency (frq). Ce dernier est essen-

tiel pour le maintien des rythmes bio-
logiques de Neurospora. La transcrip-
tion du gene frq a lieu de fagon ryth-
mique, sous le contrdle de la protéine
WC-2 (codée par le gene white-col-
lar-2 ou wc-2). La protéine FRQ
exerce un rétrocontrdle sur la trans-
cription du gene frg par un méca-
nisme inconnu, refermant ainsi une
boucle qui permet I'établissement des
rythmes circadiens du champignon.
Ces rythmes sont sensibles a la tem-
pérature et a la lumiére. La protéine
WC-1, semblable a WC-2, semble
nécessaire pour réagir a la lumiere et
affecter I’horloge. Nous allons voir
que, chez les animaux, si les acteurs
qui reglent I’horloge sont différents, le
scénario est similaire.

Les premieres recherches concernant
I'horloge moléculaire ont été réali-
sées chez la drosophile. Le premier
gene de I'horloge isolé a été appelé
period (per) [8], pour lequel diffé-
rentes mutations ont été identifiées.
Certaines provoquent un raccourcis-
sement ou une élongation de la
période des rythmes de |’animal, tan-
dis que d’autres, plus séveres, abolis-
sent la rythmicité. Le géne per est
exprimé de facon cyclique: au cours
d’un cycle de 12 heures de lumiere et
de 12 heures d’obscurité, les
mouches produisent trés peu d’ARN
messager de per au début de la
période claire, puis cet ARN est a de
tres hauts niveaux au début de la
nuit. PER, la protéine codée par le
gene per, contient un domaine
appelé PAS, qui a été mis en évi-
dence chez différentes protéines.
Cette région semble importante pour
la liaison entre deux protéines [9].
Quelques années plus tard, toujours
chez la drosophile, le géne timeless
(tim) a été identifié [10, 11]. L’expres-
sion de tim oscille de maniere simi-
laire a celle de per. L’absence de pro-
téine TIM abolit les rythmes de per, et
vice versa. La protéine TIM ne pos-
sede pas de domaine PAS. Cepen-
dant, lorsque I'expression de PER et
de TIM est suffisamment élevée dans
le cytoplasme, ces deux protéines
s’associent et sont alors transférées
dans le noyau, ou elles inhibent
I"expression de leurs propres genes.
Cette boucle d’autorégulation néga-
tive est le fondement des rythmes
d’expression de ces genes et des
rythmes physiologiques chez la dro-
sophile (figure 3): la transcription des
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Figure 2. Exemple d’actogramme d’une souris normale. En haut, les parties
noire et blanches de la barre représentent respectivement les périodes de
lumiére et d’obscurité. Les tracés noirs sont les moments d’activité. Chaque
ligne symbolise un jour. La souris est d’abord entrainée par un cycle lumiére-
obscurité 12h-12h (LD) pendant 10jours (les lumiéeres s’allumant a 7 heures
et s’éteignant & 19 heures). Puis elle est plongée dans I'obscurité constante
(DD). La période n’est alors plus tout a fait de 24 heures (période en libre
cours), et la période d’activité avance donc de quelques minutes chaque jour,
ce qui explique que le tracé dévie vers la gauche (la période en libre cours de
cette souris-ci est de 23h40). Il est a noter que les souris ou les hamsters
étant des animaux nocturnes, ils sont actifs pendant la période obscure.
L’actogramme d’une souris mutante pour un gene de I’horloge présenterait
une période différente en DD (donc le tracé dévierait plus vers la droite ou
alors vers la gauche) ou méme une arythmicité (donc un tracé incohérent,
sans période évidente).

présentent un actogramme anormal.
En effet, lorsque les souris sont plon-
gées dans |’obscurité constante,
["alternance de leurs moments de
repos et d’activité perd rapidement
toute rythmicité. L’analyse de la pro-
téine CLOCK correspondante a révélé
qu’elle possédait, tout comme PER,
un domaine PAS. De plus, elle
contient un domaine basique et un
domaine hélice-boucle-hélice (bHLH,
pour basic helix-loop-helix), capable
de se lier a I’ADN. Cette particularité,
ainsi que d’autres considérations
structurales, ont permis de suggérer
que CLOCK est un facteur de trans-
cription. Les genes équivalents a
Clock ont pu étre identifiés chez
d’autres organismes, en particulier
chez la drosophile [14], a partir de la
séquence du gene Clock de la souris.
De facon réciproque, des homo-
logues des genes per et tim de la dro-
sophile ont été identifiés chez la sou-
ris [15-18] (il existe en fait chez la
souris non pas un, mais trois genes
per, appelés Peri, 2 et 3 [19]). Par la
suite, des travaux réalisés en parallele
chez ces deux organismes ont montré
que CLOCK stimule I"expression du
géne per, en reconnaissant une
séquence dans la région du promo-
teur [20], de maniere analogue a
I'action de WC-2 sur le gene de frgq
chez Neurospora (voir plus haut).

genes per et tim conduit a une aug-
mentation de |’expression des pro-
téines PER et TIM, qui contribue a
son tour a la diminution de I'expres-
sion de leurs genes. L’association de
PER et de TIM ainsi que leur entrée
dans le noyau sont influencées par la
lumiére. Il existe donc un lien entre

b Iste ! NLS PASCLD
I’horloge moléculaire et les stimulus Il
extérieurs. L’action concertée de pro- | |
téines sur I'expression génique est au NLS

cceur de la notion d’horloges biolo-
giques [12], comme nous y revien-
drons plus loin.

L’isolement de mutants est une
approche assez directe et efficace
chez les champignons ou la droso-
phile, mais il en va tout autrement

Hétérodimere PER-TIM

Tim

chez la souris, ol un criblage géné-

tique se révele un travail de longue
haleine. Cette approche ne s’est révé-
lée fructueuse que dans un seul cas,
celui du gene appelé tout simplement
Clock, isolé et séquencé par le
groupe de Joseph Takahashi [13]. Les
animaux portant la mutation clock

Figure 3. La régulation interdépendante de PER et TIM chez la drosophile.
Ces deux protéines sont co-exprimées dans les neurones et elles interagis-
sent ensemble. Cette association leur permet d’entrer dans le noyau ou elles
inhibent de concert la transcription de leur propre géne, ce qui fait chuter la
quantité de ces protéines dans la cellule. Il est a noter que ce schéma est une
simplification de la situation réelle. Les éléments s’ajoutant a cette boucle
simple seront décrits plus loin dans le texte.
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Figure 4. Les boucles autorégulatrices sont un théme récurrent dans les hor-
loges moléculaires de différents organismes vivants. Des facteurs de I'hor-
loge se lient au promoteur de leur géne (ou influencent la liaison d’autres
protéines a leur promoteur) refermant ainsi une boucle de régulation néga-
tive en réprimant leur transcription. Le méme facteur de I'horloge peut aussi
moduler le promoteur d’autres genes, appelés genes cibles, permettant
I’'expression rythmique des protéines correspondantes. D’autres protéines
peuvent étre impliquées dans cette boucle, dans l'interprétation des signaux
extérieurs (voies d’entrée dans I’horloge) et dans la régulation des génes
cibles et des phénoménes dirigés par I’horloge (voies de sortie).

Chez le mutant du geéne Clock, le
taux d’expression de per reste trés
faible [21]. Il n’est pas encore claire-
ment établi si les protéines PER et
TIM fonctionnent de la méme facon
chez la souris et chez la drosophile.
Selon certains auteurs, les interac-
tions entre les trois PER murins ont le
méme rdle que I'interaction PER-TIM
chez la drosophile [17], alors que,
selon d’autres travaux, le TIM murin
est impliqué dans la boucle de rétro-
action négative de I’horloge, d’une
facon similaire a son homologue
chez la drosophile [18]. Par ailleurs,
CLOCK n’exerce pas seul son role
d’activateur de la transcription. Ainsi
que la présence de son domaine PAS
le suggere, il peut (et doit) se lier a un
autre facteur, appelé BMAL1, une
protéine possédant également des
domaines bHLH-PAS. Le dimere
CLOCK-BMALT se lie au géne per

508 n°4, vol. 16, avril 2000 nms2000

ainsi qu’a d’autres génes dont
I'expression oscille [20]. Ainsi, PER et
TIM exerceraient leur effet négatif sur
le dimeére CLOCK-BMALT, en se liant
a ces activateurs et en diminuant
ainsi leur liaison a I’ADN [22]. De
plus, certaines études chez la droso-
phile suggerent que PER et TIM ont
un effet positif sur I’expression du
gene Clock, ajoutant donc une
boucle supplémentaire au mécanisme
moléculaire de I'horloge [23, 24].

Ce survol du fonctionnement des hor-
loges moléculaires chez différents
organismes fait clairement apparaitre
des points communs [12] (figure 4).
Tout d’abord, plusieurs des genes de
I'horloge codent pour des facteurs de
transcription. Cette particularité n’est
pas étonnante. En effet, la bonne
marche de ces oscillateurs reposant
sur I'expression rythmique de génes,
celle-ci doit étre produite et modulée

par des facteurs qui influent sur la
transcription. En deuxieme lieu, plu-
sieurs protéines impliquées dans ces
horloges posseédent un domaine PAS,
souvent proche d’'un domaine bHLH,
qui permettent a ces protéines d’inter-
agir et de se lier a ’ADN de fagon
forte et spécifique. Enfin et surtout,
retenons que les rythmes produits par
les horloges circadiennes sont dus a
des boucles d’autorégulation néga-
tives: des protéines sont exprimées et
viennent réprimer la transcription de
leur propre gene lorsqu’elles attei-
gnent un certain seuil d’expression
dans la cellule. Les oscillateurs cen-
traux (par exemple celui du NSC) ne
sont pas les seuls a reposer sur de
telles boucles. Des études menées
dans notre laboratoire ont démontré
la participation du facteur de trans-
cription CREM dans la production
rythmique de I’hormone mélatonine
par la glande pinéale [2]. Une forme
tronquée de CREM, appelée ICER
(inducible cAMP early repressor), est
impliquée dans ce processus. Le fac-
teur ICER est un puissant inhibiteur
de la transcription. Il est exprimé
dans la glande pinéale et inhibe
I’expression de son propre gene
lorsque le taux d’expression dans la
cellule est élevé. De plus, ICER
module I'expression du géne codant
pour l'arylalkylamine N-acétyltransfé-
rase ou NAT, I'enzyme limitante dans
la voie de synthese de la mélatonine
[25]. Les horloges circadiennes
regroupent en fait trois composantes
conceptuelles [12] (figure 5):
(1) l'oscillateur proprement dit, qui
peut fonctionner de fagon autonome;
(2) des voies d’entrée qui relient
I'oscillateur a I’environnement (par
exemple le cycle jour-nuit via I’axe
rétino-hypothalamique; figure 1A);
(3) des voies de sortie, par lesquelles
I"oscillateur dirige le fonctionnement
circadien de diverses fonctions phy-
siologiques (un exemple est la glande
pinéale, dont les rythmes de synthése
de mélatonine sont gouvernés en pre-
mier lieu par le NSC).

l Directions futures

De nouveaux genes de I’horloge ?
[l'y a a peine un ou deux ans, il était
tentant d’avancer que toutes les com-

posantes de |’horloge circadienne
étaient connues, et que |'existence
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Figure 5. Les composantes conceptuelles de base des horloges moléculaires.
L’oscillateur (I’horloge proprement dite, qui peut fonctionner de fagon auto-
nome) recoit des signaux des voies d’entrée, ce qui lui permet de réagir aux
conditions extérieures. En contrepartie, I’oscillateur dirige divers phéno-
menes physiologiques via les voies de sortie.

d’une boucle autorégulatrice pouvait
assez bien expliquer le phénomeéne.
Cependant, une question importante
demeurait. En effet, un mécanisme
moléculaire fondé sur I'existence de
boucles autorégulatrices et I'expression
oscillante de genes ne peut pas expli-
quer a lui seul comment les horloges
peuvent fonctionner selon une période
d’environ 24 heures. Comment |'orga-
nisme arrive-t-il a moduler ce facteur
temps ¢ Un premier mécanisme
consiste a apporter des modifications
chimiques aux acteurs en présence, et
a affecter ainsi leur stabilité ou leur
activité. Une autre alternative est de
faire varier la disponibilité de ces
molécules. L'existence de ces deux
mécanismes, mettant en jeu un ou plu-
sieurs nouveaux genes de I’horloge ont
été récemment mis en évidence.

Tout d’abord, l'isolement d’'un nou-
veau mutant de la drosophile a per-
mis d’identifier une nouvelle kinase,
similaire a la caséine kinase chez les
mammiféeres [26]. Cette enzyme de la
drosophile, appelée doubletime
(DBT), peut phosphoryler la protéine
PER et diminuer ainsi sa stabilité (m/s
1998, n°10, p. 1117). En effet, chez
les mouches dont le géne de DBT est
inactivé, les taux d’expression de PER
sont tres élevés et la protéine est peu
phosphorylée.

La deuxieme illustration des méca-
nismes proposés concerne le cas des
cryptochromes. Ces molécules res-
semblent a d’autres protéines photoré-
ceptrices. Les cryptochromes ont ini-
tialement été décrits comme des
récepteurs de la lumiere pour I’hor-

loge circadienne. Or, il apparait que
ces protéines ont un autre role et font
partie intégrante de la boucle autoré-
gulatrice impliquant PER et TIM. Ce
sont donc des constituants a part
entiere de I"horloge du moins chez la
souris [27]. Cependant, de maniére
surprenante, leur role semble diffé-
rent, voire opposé, chez la drosophile
et chez la souris. Chez la premiére, la
protéine CRY séquestre TIM (de fagon
dépendante de la lumieére), et
empéche donc cette protéine de refer-
mer la boucle en compagnie de PER
[28]. Chez les mammiferes, il existe
deux cryptochromes, CRY1 et CRY2,
qui aideraient les PER a pénétrer dans
le noyau des cellules de I’horloge,
facilitant ainsi I’action négative de ces
protéines sur leur propre expression,
probablement via une interaction a la
fois avec les PER et les activateurs
CLOCK et BMAL1 [29].

Par ailleurs, de nouveaux genes se
voient attribuer des roles dans les
voies de sorties de I'horloge centrale.
Une étude récente rapporte l'isolation
d’un mutant pour le neuropeptide PDF
(pigment-dispersing factor) de la dro-
sophile et démontre I'importance de
ce peptide pour le signal circadien
émanant des neurones servant d’hor-
loge centrale a ces insectes [30]. Un
autre groupe a pour sa part isolé un
geéne controlé par I'horloge, vrille,
dont le produit est un facteur de trans-
cription. A leur grande surprise,
cependant, vrille n’est pas seulement
important pour des fonctions en aval
de I'horloge, mais affecte également la
fonction de |’horloge elle-méme [31].

Il'y a fort a parier que d’autres compo-
santes de I'horloge seront découvertes
dans les années a venir. Il est probable
que ces molécules soient découvertes
grace a des criblages génétiques, bien
s@r, mais aussi par d’autres techniques
moléculaires comme le systeme
double hybride dans la levure (pour
isoler des partenaires de protéines de
I'horloge déja connues).

Autant d’horloges que de cellules?

D’autres découvertes sont prévisibles,
si 'on en croit le débat inattendu qui
a débuté tout récemment. Comme
nous l'avons vu, il était généralement
admis qu’une ou au plus quelques
horloges centrales, situées dans le sys-
téme nerveux central de l’animal,
étaient a l'origine des rythmes circa-
diens et dirigeaient tous les phéno-
menes rythmiques de |'organisme. Or,
cette vision fut remise en question en
1997 lorsque des chercheurs ont créé
une lignée de drosophiles transgé-
niques exprimant la GFP (green fluo-
rescent protein) sous le controle du
promoteur du gene period [32]. Ces
mouches «fluorescentes » émettent de
la lumiére, et cette émission oscille de
facon circadienne. Or, cette oscilla-
tion persiste dans des tissus tels que
les antennes, les pattes ou les ailes,
méme lorsque ceux-ci sont mis en
culture, séparés du reste du corps de
I'insecte! Ces résultats démontrent
donc que différents tissus peuvent agir
indépendamment comme des hor-
loges a part entiere. En 1998, notre
groupe montrait que ces caractéris-
tiques sont également observables
chez les vertébrés. En effet, chez les
poissons-zebres, |'expression du gene
homologue au gene Clock de la souris
oscille de facon circadienne, et ce
dans presque tous les tissus. Mais il y
a plus étonnant: lorsque certains
organes comme le cceur et le rein
sont mis en culture, séparés du reste
du corps, ils continuent a entretenir
des rythmes circadiens pendant plu-
sieurs jours, méme en conditions
constantes [33] | Ces observations ont
depuis été étendues a de simples cel-
lules en culture [34], ramenant ainsi
le concept méme d’horloge au niveau
cellulaire, selon un processus décrit
pour les neurones du NSC. Ces résul-
tats sont d’ailleurs étayés par des tra-
vaux plus récents démontrant que
deux partenaires de CLOCK chez le
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poisson-zebre, BMAL1 et BMAL2,
oscillent de facon différente d’un tissu
a l'autre: des oscillateurs indépen-
dants semblent donc exister dans dif-
férents tissus, et seraient réglés de
facon différentielle [30]. Certains
indices laissent penser qu’il en va de
méme chez les mammiferes, bien que
le phénomene n’ait pas été démontré.
Les genes de I’horloge sont exprimés
en dehors du NSC, parfois de fagon
rythmique ainsi que dans des fibro-
blastes en culture, a la suite d’un choc
avec du sérum [36]. De plus, la des-
truction du NSC de rats n’entraine pas
I’abolition de tous les rythmes circa-
diens. Par ailleurs, en dehors du sys-
téme nerveux, il est établi que la
rétine fonctionne comme une horloge
(37].

Quelle est I'importance physiologique
de ces horloges périphériques? Ont-
elles un role dans I'organisme, autre-
ment dit fonctionnent-elles vraiment
indépendamment des horloges dites
centrales? A linverse, fonctionnent-
elles comme de simples oscillateurs
coordonnés et dirigés par ces horloges
centrales? A I’heure actuelle, le débat
reste ouvert, et il est probable que la
réponse soit intermédiaire: ces hor-
loges jouent un role dans des phéno-
menes propres a ces tissus périphé-
riques, mais sont intégrées a
I’ensemble de la physiologie via des
signaux venant d’oscillateurs cen-
traux. Leur role essentiel a tres récem-
ment été démontré dans le cas du
systeme olfactif de la drosophile. En
effet, les mouches répondent diffé-
remment aux odeurs selon |’heure de
la journée. Or, chez les drosophiles
mutantes ne possédant qu’une hor-
loge centrale en état de marche (et
pas d’horloges dans les autres tissus),
les capacités olfactives ne présentent
plus d’oscillation [38].

Le photorécepteur de I’horloge

La recherche actuelle en biologie des
rythmes circadiens s’oriente égale-
ment vers la quéte des photorécep-
teurs de I’horloge. Nous avons vu que
les cryptochromes (Cry) avaient été
pressentis pour jouer ce role. Dans le
cas de la drosophile, I’action de dCry
(le cryptochrome de la drosophile) est
bel et bien réglée par la lumiere: son
association avec Tim et donc l'inhibi-
tion de I'effet négatif du dimere Per-
Tim nécessite ce stimulus [28].
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Figure 6. Les organes du poisson-zébre contiennent des horloges indépen-
dantes. Oscillation de I'expression du géne Clock du poisson-zébre dans des
cceurs en culture ex vivo (essai de protection contre la ribonucléase, permet-
tant de doser I’'ARN messager étudié). Tous les poissons ont été entrainés
selon le méme cycle lumiere-obscurité, puis leur cceur a été mis en culture
avec soit le méme cycle (LD) soit un cycle inversé (DL). Les boites blanches
et noires représentent respectivement les périodes de lumiére et d’obscurité.
Les astérisques signalent le pic d’expression quotidien. Le pic observé in
vivo est a ZT15 (le temps ZT indique le temps écoulé depuis le début de la
période lumineuse). On note ici que ce pic demeure a ZT15 dans les coeurs
maintenus sous le méme cycle, mais est rapidement décalé de 12 heures
chez ceux dont le cycle a été inversé. Le bas de la figure est une quantifica-
tion des données. (Adaptée d’aprés [34].)

Cependant, chez la souris, I'implica-
tion de la lumiere dans le fonctionne-
ment de ces protéines semble beau-
coup moins certaine. La lumiere n’a
pas d’influence sur I’action inhibitrice
de mCRY1 et mCRY2, ni sur I"expres-
sion de genes activés par CLOCK et
BMALT, lorsqu’ils sont exprimés dans
des cellules en culture [39]. mCRY1
et 2 sont capables d’interagir avec
plusieurs autres protéines de |hor-
loge, selon des mécanismes indépen-
dants de la lumiére. De plus, certains
événements moléculaires qui survien-
nent dans le NSC a la suite d’une sti-
mulation lumineuse ne sont pas affec-
tés chez des souris ne possédant ni
mCRY1 ni mCRY2 [40, 41].

Le photorécepteur responsable de
I'effet de la lumiére sur I’horloge bio-
logique reste donc a identifier. S’agit-
il d’'une opsine, similaire aux pro-
téines chargées de recevoir la lumiere
dans les processus de vision, mais

distincte de celles-ci? Dans quelle
cellule de la rétine se trouve ce pho-
torécepteur ? Est-il aussi présent
ailleurs que dans la rétine? C’est ce
que semblent indiquer les résultats
obtenus dans notre laboratoire sur les
poissons-zébres. Nous avons men-
tionné plus haut que I'expression du
gene Clock oscillait dans des organes
ex vivo [33] ou méme des cellules en
culture [34]. Dans ces deux cas, les
rythmes circadiens peuvent étre
directement entrainés par la lumiére:
si la phase du cycle lumiére-obscurité
est modifiée, le pic d’expression de
Clock se déplacera en conséquence
[34] (figure 6)! Ces résultats sugge-
rent donc non seulement que des
horloges indépendantes sont pré-
sentes dans des organes périphé-
riques de ces poissons, mais que ces
organes possedent également des
photorécepteurs. Une situation simi-
laire existe chez la drosophile [32]. II



n‘est pas exclu que ces photorécep-
teurs soient des cryptochromes,
puisque ces protéines sont exprimées
dans plusieurs tissus chez les insectes
et chez les vertébrés. Il pourrait éga-
lement s’agir de toute autre protéine
pouvant recevoir la lumiere et
influencer la machinerie moléculaire
de I'horloge dans un méme cellule.

Le role des acteurs déja connus

De nombreuses questions demeurent
concernant le role des composants de
I'horloge déja découverts. En effet,
chez la souris, le role des genes de
I'horloge a été proposé en raison de
la similitude avec des genes homo-
logues identifiés chez la drosophile,
mais les démonstrations n’ont pas été
apportées sur le plan génétique. L'uti-
lisation de modeles de souris KO
(knock-out) et transgéniques se révé-
leront essentiels pour une meilleure
compréhension des mécanismes
impliqués. Au-dela de l’inactivation
de genes par recombinaison homo-
logue des genes de I’horloge, des
mutants conditionnels (par exemple
restreints a des tissus particuliers) per-
mettront d’établir le role de I'expres-
sion d'un géne de I’horloge dans un
tissu donné (c’est-a-dire périphérique
versus NSC). De plus, des informa-
tions précieuses pourront étre obte-
nues en faisant varier les taux
d’expression des différents partici-
pants a I’horloge, via la surexpression
ou I'expression ectopique de I'une de
ces molécules, qu’il s’agisse d’un
mutant ou non. Enfin, les mécanismes
impliqués dans les horloges, en parti-
culier les voies de signalisation intra-
cellulaires, pourront étre analysées en
utilisant des modeles de cultures cel-
lulaires présentant des caractéris-
tiques circadiennes in vitro. Ces
modéles peuvent provenir de cellules
de poissons-zeébres [34], de lignées
stables de cellules de NSC [5], de
fibroblastes [36] ou d’autres cellules
immortalisées.

Pourquoi étudier
les horloges biologiques ?

L’implication d’un dysfonctionne-
ment de I'horloge circadienne dans
certaines maladies ou syndromes
(comme les troubles du sommeil) ne
fait aucun doute. Chez I"homme, les
phénotypes comportementaux sont

difficiles a mettre en évidence, et
peuvent étre partiellement masqués
par les contraintes sociales. Cepen-
dant, il est trés probable que des
mutations dans des genes de I’hor-
loge sont responsables de certains
problemes de santé [1]. Un exemple
anodin mais symbolique permet
d’illustrer ce point. Selon une étude
récente, un nucléotide du gene Clock
humain varie d’un individu a 'autre.
Or, ce polymorphisme a pu étre cor-
rélé avec la tendance individuelle a
se lever et se coucher plus ou moins
tot [42]. Si une modification minime
d’un geéne de I'horloge peut influen-
cer la phase du cycle d’activité-repos,
d’autres pourraient bien avoir des
conséquences facheuses. On peut
également citer I'efficacité et la toxi-
cité de nombreux médicaments, qui
varient selon I’heure d’absorption [1].
De plus, une meilleure connaissance
des bases moléculaires de I'horloge
permettrait de mieux faire face aux
problémes liés au travail posté ou aux
emplois nécessitant des changements
d’horaires [1].

On ignore probablement encore cer-
tains roles insoupgonnés de PER,
CLOCK et d’autres constituants de
I"horloge. Des résultats récents mon-
trent cependant que les genes de
I’horloge sont importants pour la
réponse a la cocaine chez la droso-
phile [43]! Il y a fort a parier que
I’étude des horloges biologiques
réserve de nombreuses surprises au
cours des années a venir m
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Summary

The molecular mechanisms
of the circadian clock

All living organisms have an endo-
genous clock which is essential to
a circadian regulation of various
physiological processes. A dys-
function of this clock can lead to a
variety of diseases or syndromes
including sleep disorders. In mam-
mals, the central pacemaker is
located in the suprachiasmatic
nucleus of the anterior hypothala-
mus. Our understanding of the
molecular mechanisms underlying
the circadian clock have greatly
increased over the past few years.
In all the organisms which have
been studied, the establishment
and the perpetuation of the
rhythms rely on negative feedback
loops, in which clock factors accu-
mulate to a certain level, then
repress the transcription of their
own gene, and of other genes.
Recent studies are focusing (1) on
the identification of new clock
genes and on defining their respec-
tive roles; (2) on peripheral clocks
which appear to be intrinsic to
many tissues or cultured cells and
on the search for the photorecep-
tors involved in receiving signals
from the environment.
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