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Approche moléculaire
des rythmes circadiens

Lapproche moléculaire des rythmes biologiques la mieux connue concerne les
rythmes circadiens. Le cycle activité-repos est le rythme dont I’étude a permis
de progresser dans la compréhension des mécanismes moléculaires responsa-
bles du fonctionnement de I’horloge circadienne (Rosato et coll., 1997).

En effet, Palternance d’activité et de repos au cours des 24 heures, ou cycle
activité-repos, est observée dans des espéces animales aussi diverses que la
drosophile, le rat, la souris, le hamster et I’'homme. D’abord baptisé « nycthé-
méral », en raison de ses relations avec I'alternance du jour et de la nuit, le
cycle activité-repos est considéré comme un rythme circadien, car il persiste
dans des conditions constantes d’environnement chez toutes les especes pré-
citées.

Chez les rongeurs, le cycle activité-repos est généré par deux groupes neuro-
naux situés au plancher de 'hypothalamus, les noyaux suprachiasmatiques
(NSC). Leur destruction supprime le cycle activité-repos chez le rat, la souris
et le hamster. La transplantation de NSC restaure ce rythme. Chez ’homme,
les noyaux suprachiasmatiques ont été identifiés, mais leur role exact demeure

inconnu (Klein et coll., 1991 ; LeSauter et Silver, 1998 ; Weaver, 1998).

Le cycle activité-repos est commode pour évaluer la fonction circadienne.
Ainsi, ce rythme sert de référence pour définir I’heure optimale d’administra-
tion des médicaments (chronopharmacologie) (Lemmer et Redfern, 1997).
Chez ’homme, une telle approche a été notamment validée pour 'adminis-
tration de corticoides, moins toxiques et plus efficaces peu apres le début de la
phase d’activité (petit matin), ou d’anti-inflammatoires non stéroidiens, tels
que 'indométacine ou le kétoprofeéne, moins toxiques et au moins aussi actifs
aprés prise vespérale, peu avant le début de la phase de repos (Lemmer et
Redfern, 1997 ; Lévi et coll., 1985 ; Perpoint et coll., 1994). Une chronophar-
macologie caractérise aussi les médicaments anticancéreux (Lévi, 1999). En
effet, 'ajustement du débit de perfusion de la chimiothérapie a un cycle
activité-repos « de groupe » a fait 'objet de plusieurs essais cliniques de phase
[, II et III multicentriques portant sur environ 1500 patients atteints de
métastases de cancer colorectal. Ces essais ont démontré qu'une perfusion
chronomodulée de fluorouracile et d’oxaliplatine, avec des débits maximaux
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respectivement 2 4 heures et a 16 heures, était jusqu’a 5 fois moins toxique et
pres de 2 fois plus efficace qu'une perfusion constante ou qu'une perfusion
chronomodulée décalée de 12 heures (Lévi et coll., 1994, 1997, 2000).

Le cycle activité-repos de ’'homme peut étre enregistré de facon non invasive
a I'aide d’un bracelet d’actométrie, dont plusieurs modeles sont commerciali-
sés. On dispose ainsi d’un outil permettant une estimation de la fonction
circadienne individuelle. Lutilisation de cette méthode fait apparaitre qu’en-
viron un tiers des patients cancéreux présentent des perturbations importan-
tes de leur fonction circadienne, et que celles-ci sont prédictives de leur durée
de vie, indépendamment des facteurs cliniques (Mormont et Lévi, 1997 ;
Mormont et coll., 1999). Ces résultats parmi d’autres illustrent la pertinence
clinique du cycle activité-repos et de ses mécanismes.

Génes du rythme circadien

La drosophile ou mouche du vinaigre est un insecte qui s’active en début et en
fin de journée. Ce rythme, qui persiste en obscurité ou en lumiére continue,
peut étre enregistré aisément a I'aide de cellules photoélectriques. Des 1971,
un « screening » aprés mutagenése chimique a permis d’isoler des mutants dont
le rythme de activité locomotrice était supprimé, conduisant ainsi 2 identi-
fier puis a cloner le géne per, le premier géne connu responsable d'un rythme
circadien. Celui-ci est situé sur le chromosome X de la drosophile (Konopka et
Bentzer, 1971). Les recherches ultérieures ont successivement permis de ca-
ractériser et de cloner le géne tim, également impliqué dans le rythme circa-
dien (Edery et coll., 1994 ; Sehgal et coll., 1994 ; Gekakis et coll., 1995 ;
Myers et coll., 1996).

Chez le hamster syrien, I’étude du cycle activité-repos a permis d’identifier une
mutation spontanée caractérisée par un raccourcissement du rythme circadien

(mutation tau), et le géne vient d’étre cloné (Ralph et Menaker, 1988 ;
Lowrey et coll., 2000).

Mais c’est chez la souris qu’ont rapidement progressé les connaissances sur les
mécanismes moléculaires du rythme circadien des mammiféeres au cours de ces
cinq derniéres années. La mutagenése chimique a permis d’obtenir des ani-
maux dont le cycle activité-repos était significativement allongé (Vitaterna et
coll., 1994). Le gene clock, dont la mutation était responsable de cette altéra-
tion a ensuite été caractérisé, puis cloné en 1997. Ce gene est situé sur le
chromosome 5. En obscurité constante, la période du cycle activité-repos de la
souris C57BI6 est de 23,7 heures chez les animaux normaux (clock + / +), de
25 heures pour les hétérozygotes (clock + /-) et de 27 heures pour les homo-
zygotes (clock-/-), chez qui le rythme disparait aprés 2 semaines d’obscurité
(Antoch et coll., 1997 ; King et coll., 1997 ; Herzog et coll., 1998). Un autre
géne, bmal-1, est un partenaire de clock dans la régulation circadienne de la
souris.
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A Tlaide d'un screening du cycle activité-repos apres mutagendse chimique,
dclock (jrk) homologue de clock, et dbmal-1 (cyc), homologue de bmal-1, ont été
identifiés depuis chez la drosophile (Allada et coll., 1998 ; Rutila et coll., 1998).

Trois homologues de per ont été aussi caractérisés et clonés chez la souris :
per-1, per-2 et per-3 (Tei et coll., 1997 ; Shearman et coll., 1997 ; Zylka et
coll., 1998 ; Takumi et coll., 1998a, 1998b). Un homologue de tim a égale-
ment été isolé chez la souris (Takumi et coll., 1999). Enfin, deux génes codant
pour les cryptochromes, protéines initialement impliquées dans la réception
de la lumiere bleue, cry-1 et cry-2, jouent un role important dans la périodicité
circadienne et ont été clonés chez la souris, de méme que leurs homologues

chez la drosophile (Kume et coll., 1999).

Les homologues de per-1, per-2, clock et bmal-1 ont aussi été caractérisés chez

le rat (Oishi et coll., 1998).

Chez 'homme, les homologues de per, tim, bmal-1, cry et clock ont été
identifiés. Le géne clock, qui vient d’étre cloné, est situé sur le chromosome 4

(Steeves et coll., 1999).

La figure 2.1 schématise les génes du rythme circadien identifiés, chez I'ani-
mal, a partir d'une altération du cycle activité-repos observée dans des condi-
tions constantes d’environnement.

| Cycle activité-repos |

Drosophile

Souris Rat | Hamster
d-per m-clock tau
d-tim m-bmal-1 (ck 18)

[Fiamoiges]
d-clock m-perl | Tperl
d-cyc m-per2 r-per2
d-cry m-per3

m-tim

m-cryl

m-cry2

Autres homologues
Clock chez le poisson zébré
Per, tim, clock, bmal-1, cry chez 'homme

Figure 2.1 : Identification des génes du rythme circadien a partir de mutants
chimio-induits ou spontanés du cycle activité-repos
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Il est & noter que des genes de I'’horloge circadienne ont aussi été caractérisés
et pour certains d’entre eux clonés non seulement chez les plantes, telles
qu’Arabidopis et chez les eucaryotes les plus primitifs, tels que Neurospora, mais
aussi récemment chez les cyanobactéries, qui appartiennent au domaine des
procaryotes. Ces faits soulignent 'ubiquité des mécanismes moléculaires qui
régissent 'organisation des fonctions cellulaires au cours des 24 heures (Hall,

1995 ; Dunlap, 1999).

Expression des genes du rythme circadien chez I’animal
et ’homme

Chez la drosophile, le géne per s’exprime non seulement dans la téte (yeux,
cerveau), mais aussi dans le reste du systéme nerveux, dans les glandes salivai-
res et dans le tube digestif (Hall, 1995). Des études consistant en 'insertion
d’'un géne codant pour une protéine fluorescente (GFP) dans la région du
promoteur du géne per ont récemment permis de montrer ’expression rythmi-
que de ce géne dans toutes les parties du corps de la drosophile, y compris les
ailes. Des cultures de segments de cette mouche maintenues pendant plusieurs
jours en obscurité constante ont confirmé I’expression rythmique de ce géne in
vitro, et donc la capacité d’autonomie de celle-ci (Plautz et coll., 1997).

Chez la souris, I'expression de clock, per-1, per-2, per-3, bmal-1, et tim a d’abord
été étudiée dans les noyaux suprachiasmatiques, générateurs du cycle activité-
repos de ce rongeur. Dans les conditions d’une alternance de 12 heures de
lumiére et de 12 heures d’obscurité, tout comme en obscurité constante, la
transcription des 3 homologues de per est rythmique, avec un maximum
pendant la phase de lumiére (repos) et un creux durant la premiére moitié de
la phase d’activité nocturne (Tei et coll., 1997 ; Zylka et coll., 1998 ; Herzog et
coll.,, 1998 ; Zheng et coll., 1999). Lexpression de bmal-1 est maximale
12 heures plus tard, alors que la transcription de clock et de tim varie peu au

cours des 24 heures (Dunlap, 1999).

Dans les noyaux suprachiasmatiques du rat, on retrouve un rythme de 'expres-
sion de per-1 et de per-2 et, décalé de 12 heures, un rythme de I'expression de
bmal-1. Cependant, les pics de ces rythmes ont lieu respectivement en début
de phase d’activité nocturne et en début de phase de repos diurne (Honma et
coll., 1998 ; Oishi et coll., 1998). Les relations de phase entre les rythmes de
transcription de per et de bmal-1 et le cycle activité-repos pourraient donc
différer d’une espece a 'autre.

Dans la quasi-totalité des tissus périphériques de la souris et/ou du rat, on
retrouve une expression de per, bmal-1, clock, tim, cry-1 et cry-2 (Albrecht et
coll., 1997 ; Sun et coll., 1997 ; Shearman et coll., 1997 ; Oishi et coll., 1998 ;
Takumi et coll., 1999 ; Miyamoto et Sancar 1999). Un rythme caractérise la
transcription de per-1, per-2, per-3 et, bmal-1 dans plusieurs zones cérébrales,
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Iceil, le coeur, les poumons, le foie, le rein (Zylka et coll., 1998 ; Oishi et coll.,
1998). La persistance du rythme circadien de la transcription de per-1 et de
per-2 a été montrée dans des cultures de fibroblastes et d’hépatome de Rat

(Balsalobre et coll., 1998).

Ainsi, les résultats récents obtenus en chronobiologie moléculaire ont démon-
tré 'existence d’horloges cellulaires dans les tissus périphériques. Les noyaux
suprachiasmatiques ne sont donc plus les générateurs de tous les rythmes
circadiens, mais jouent vraisemblablement un role essentiel dans leur coordi-
nation, illustré par le schéma d’organisation circadienne présenté figure 2.2.

Chez ’lhomme, I'expression de clock, seul géne du rythme circadien cloné, est
ubiquitaire. On la retrouve certes en grande abondance dans les noyaux
suprachiasmatiques, mais aussi dans toutes les zones cérébrales et dans le
cervelet, dans la rate, le thymus, I'intestin, les testicules et les ovaires, le cceur,
les muscles, le rein, le pancréas. Les niveaux les plus bas d’expression se situent
dans le poumon et le foie (Steeves et coll., 1999). Un rythme d’expression de
per-1 et de bmal-1 vient d’étre rapporté dans la muqueuse buccale humaine,
avec des pics respectifs en début de phase d’activité et en début de phase de
repos, confirmant ainsi le décalage de 12 heures entre ces rythmes observé

Cortex, hormones,
autres... /_)
. \ Epiphyse
O—0y
Meelle Cellules Intestin
osseuse sanguines

Oscillateurs

périphériques

Foie Rein

Figure 2.2 : Schéma d’organisation du systeme circadien des mammiféres
L et O : alternance réguliére de lumiére et d’obscurité sur 24 heures ; NSC : noyaux suprachiasma-
tiques
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chez les rongeurs. Au contraire, I'expression de clock et de tim n’a pas montré
de variation circadienne significative, confirmant les données disponibles
chez la souris (Bjarnason et coll., 1999a et b).

Fonctionnement moléculaire de I’horloge circadienne
cellulaire

Les mécanismes moléculaires a I'origine du rythme circadien présentent une
grande similarité quelle que soit 'espéce considérée. Ils font intervenir des
éléments activateurs, des éléments répresseurs et des boucles de régulation
impliquant des réactions de phosphorylation-déphosphorylation et la dimérisa-
tion de protéines spécifiques (Hardin, 1998 ; Dunlap, 1999). Les éléments
activateurs régulent aussi d’autres génes, dits génes controlés par I'horloge.
Chez les mammiferes, ceux-ci comprennent en particulier des facteurs de
transcription tels que dbp (albumin D-box binding protein) et deux enzymes de
type cytochromes P450 et, dans les NSC, le géne de la vasopressine (Foulkes et
coll., 1997 ; Kako et Ishida, 1998 ; Jin et coll., 1999 ; Dunlap, 1999 ; Brown et
Schibler, 1999). Les protéines du rythme circadien appartiennent 2 la classe des
protéines « basic helix loop helix » (PHLH). Elles posseédent un domaine carac-
téristique, dit PAS, grace auquel elles vont former des dimeres ou des hétérodi-
meres (Whitmore et coll., 1998 ; Dunlap, 1999 ; Brown et Schibler, 1999).

Chez la souris, les génes clock et bmal-1 codent pour des éléments activateurs
de la transcription, alors que per et vraisemblablement tim et cry codent pour
des éléments inhibiteurs de la transcription de clock et de bmal-1 (Darlington
et coll., 1998). Dans le noyau, les protéines CLOCK et BMAL-1 viennent
s'attacher sur une adresse (E-box) située dans la région des promoteurs des
génes per et tim, déclenchant ainsi leur transcription, puis leur traduction. Les
protéines PER, TIM ou CRY vont, dans le cytoplasme, former des hétérodi-
meres PER-TIM ou PER-CRY par l'intermédiaire d’'une liaison entre leurs
domaines PAS respectifs. Il est vraisemblable que, comme chez la drosophile,
la dimérisation PER-PER, PER-TIM ou PER-CRY nécessite plusieurs phos-
phorylations intracytoplasmiques préalables (Leloup et Goldbeter, 1998 ; Lee
et coll,, 1999). Les hétérodimeres PER-TIM et PER-CRY peuvent alors
pénétrer dans le noyau et exercer leur rétrocontrdle négatif sur leur propre
transcription en modifiant 'interaction de CLOCK-BMAL-1 avec leurs
E-box respectifs (figure 2.3) (Gekakis et coll., 1998 ; Shearman et coll., 2000).

Cependant une étude réalisée chez la drosophile indique qu'il existe aussi des
boucles de régulation post-transcriptionnelles, beaucoup moins connues

(Cheng et Hardin, 1998).
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| Noyaux suprachiasmatiques I

Minuit

Processus
controlés
par I'horloge

| Controle des rythmesl

| Tissus périphériques I

Minuit

CLOCK BMAL1
m-cry-—— v
m-per-—|

Processus
controlés
par 'horloge

| Rythmes circadiens |

Figure 2.3 : Organisation moléculaire de I’horloge circadienne dans les noyaux
suprachiasmatiques (NSC) et dans les tissus périphériques des mammiféres,
ajustée a 'alternance cyclique de lumiére et d’obscurité sur 24 heures

CCG : clock-controlled genes
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Réle de la lumiére et des signaux non photiques

La lumiére joue un role essentiel dans 'ajustement des rythmes circadiens 2
'environnement photopériodique. Si I’on soumet a une exposition lumineuse
bréve (30 minutes a 1 heure) des souris maintenues en obscurité continue,
leur cycle activité-repos va se décaler dans un sens qui dépend du moment
d’application. Ainsi, la phase de ce rythme avance, c’est-a-dire a lieu plusieurs
heures plus tot que prévu, si 'exposition lumineuse se produit vers le milieu de
la phase d’activité (milieu de la nuit subjective). Au contraire, la phase est
retardée de quelques heures si 'exposition lumineuse a lieu en fin de phase
d’activité. Ce phénomene de réponse de phase est une propriété du systéme
circadien quelle que soit 'espece considérée. Il s’explique pour partie par la
stimulation de la transcription de per par la lumiere (Dunlap, 1999). Celle-ci a
été mise en évidence chez la drosophile pour dper, puis chez la souris pour
mper-1 et mper-2, mais non pour mper-3 et chez le rat pour rper-1 et rper-
2 (Takumi et coll., 1998a). Laction de la lumiére sur les génes per des noyaux
suprachiasmatiques pourrait étre véhiculée par la voie glutamatergique et
médiée dans les NSC par I'induction du systétme MAP-kinase et/ou de génes
précoces — fos, jun-B... (Ding et coll., 1997 ; Obrietan et coll., 1998 ; Morris et
coll., 1998 ; Guido et coll., 1999 ; Nunez et coll., 1999). La lumiere agirait
aussi sur 'expression de clock et de bmal-1 chez le rat (Namihira et coll., 1999).

D’autre part, les geénes cry-1 et cry-2 s'expriment de facon rythmique dans les
NSC et semblent essentiels pour le maintien du rythme circadien activité-
repos de la souris. Le mode d’action de ces cryptochromes dans I'organisation
circadienne pourrait différer selon I'espece (Thresher et coll., 1998 ; Van der
Horst et coll., 1999 ; Miyamoto et Sancar, 1998, 1999). Enfin, des signaux non
photiques pourraient aussi moduler I'horloge circadienne, selon des mécanis-
mes qui restent a préciser (Harrigton et coll., 1999 ; Hastings et coll., 1997,
1998).

En conclusion, plusieurs génes responsables de rythmes circadiens ou leurs
homologues ont été identifiés et clonés chez les procaryotes et les eucaryotes.
Les progres rapides des connaissances sur les mécanismes moléculaires des
rythmes circadiens montrent la similitude du fonctionnement de ’horlogerie
moléculaire, qui fait intervenir des éléments activateurs, des éléments répres-
seurs et des boucles de régulation dans la plupart des étres vivants. Chez les
mammiferes, ce systéme circadien moléculaire existe tant dans I’horloge cen-
trale hypothalamique, les noyaux suprachiasmatiques, que dans les cellules des
tissus périphériques. Leffet qu'exerce la lumiere sur la transcription de certains
génes du rythme circadien dans ’horloge centrale rend compte de la capacité
de Porganisme 2 s’ajuster 2 une modification du cycle de 'environnement
photopériodique. Les mécanismes par lesquels cette horloge centrale synchro-
nise les multiples oscillateurs circadiens périphériques sont inconnus de méme
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que les mécanismes non photiques qui semblent aussi jouer un rdle important
dans la synchronisation des horloges biologiques.
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