environnement physique des
étres vivants dépend de deux
phénomenes astronomiques
majeurs, la rotation de la terre
sur son axe et sa révolution autour du
soleil. Ainsi, depuis son origine, la vie a
da faire face a des variations nycthémé-
rales et annuelles de la lumiere et de la
température, défi qu’elle a relevé par des
réponses adaptatives et une sélection
naturelle permettant la survie de 'espece.
Pour étre efficace, une telle adaptation
implique un asservissement a I'évolution
d’un parametre physique du milieu, suf-
fissamment reproductible pour assurer un
entrainement constant d’un jour sur
l'autre et d’'une année sur I'autre. Clest
ainsi que l'utilisation, par la plupart des
étres vivants, de I'alternance jour-nuit et
des variations annuelles de la durée du
jour comme signaux récurrents im-
muables a développé I'apparition de
périodicités journalieres et annuelles des
processus biochimiques, physiologiques
et comportementaux. Cette organisation
temporelle permet une prévision et une
adaptation permanente aux événements a
venir, de telle sorte que les fonctions
nécessaires a la survie de l'espece aient
lieu au moment le plus favorable de la
journée (recherche de nourriture par
exemple) et de I'année (éclosion, naissan-
ce des jeunes, entre autres).
De telles réponses adaptatives sous-
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Rythmes circadiens :
entrainement d'une horloge
endogéne par la lumiere

Lise Martinet

entendent la capacité de discrimination
entre jours longs et jours courts, entre
matin et soir, c’est-a-dire la capacité
d’une mesure photopériodique du
temps. En effet, les rythmes journaliers
et annuels ne sont pas une simple répon-
se imposée par les changements de
I'environnement mais découlent d’un
systeme interne de mesure du temps.
Deux éléments au moins des mécanismes
permettant la mesure du temps semblent
largement présents chez les eucaryotes :

— la persistance de rythmes circadiens
endogenes en I'absence de synchroniseur
externe (lumiere ou obscurité continue),
persistance qui témoigne d’une organisa-
tion temporelle relevant d’un oscillateur
endogene auto-entretenu, I'horloge circa-
dienne ;

— Pexistence de phases de photosensibili-
té au cours du cycle de 24 heures pen-
dant lesquelles la lumiere provoque une
cascade de réactions conduisant, d’une
part, a I'entrainement de I'horloge circa-
dienne par I'alternance jour/nuit et,
d’autre part, a la stimulation ou a I'inhi-
bition de fonctions a périodicité d’un an
(reproduction par exemple).

Pour aborder I’étude des phénomenes
circadiens, deux démarches ont été large-
ment utilisées :

— l'analyse du systtme de I'extérieur par
déduction des propriétés des rythmes cir-
cadiens en réponse & un changement de
’environnement lumineux ;

— l'analyse du systtme de I'intérieur par
la recherche des structures anatomiques
impliquées dans les réponses a la lumiere
et par I'étude de leur fonctionnement en
conditions naturelles ou artificielles.
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Propriétés
des rythmes
circadiens

C’est un astronome frangais, Jean-
Jacques d’Ortous de Mairan, qui en
1729 fit la premiére démonstration expé-
rimentale de la persistance de rythmes
circadiens en I'absence de variations de
I’environnement. Ayant remarqué que les
feuilles du Mimosa pudica s ouvraient
chaque matin et se refermaient chaque
soir, il transporta la plante dans une
piece ot la lumiere tres faible ne variait
pas et constata que les feuilles conti-
nuaient a s'ouvrir et a se fermer régulie-
rement. Lutilisation d’un rythme endo-
géne comme mécanisme de mesure du
temps a ensuite été démontrée chez
I’abeille par von Frisch et Beling en
1930 ; attirées chaque jour a la méme
heure par un bol d’eau sucrée, les
abeilles étaient capables d’anticiper le
moment a venir puisqu’elles ont conti-
nué a apparaitre, au moins pendant
quelques jours, en 'absence d’appit.

Les propriétés des rythmes circadiens ont
été énoncées a partir des travaux de Bun-
ning, Pittendrigh et Aschoff parmi
d’autres. De nombreux rythmes compor-
tementaux (activité locomotrice,
veille/sommeil, prise de boisson ou de
nourriture) et hormonaux (cortisol,
mélatonine) servent de support a cette
analyse.

La figure 1 schématise les propriétés des
rythmes circadiens ; la figure 2 illustre
ces propriétés a partir d’un exemple



Définitions

' Nycthémere : succession naturelle du jour et de la nuit.

Photopériode : phase claire du nycthémere (L = light).

Scotopériode : phase sombre du nycthémere (D = dark).

Rythme nycthéméral (journalier) : oscillation a période de 24 heures que
présentent la plupart des processus biochimiques, physiologiques et com-
portementaux.

Rythme circadien : oscillation a période proche de 24 heures (de circa =
environ, diem = jour), d’origine endogéne, persistant en |'absence d'un syn-
chroniseur externe (lumiere = LL, ou obscurité = DD, constante).
Synchroniseur : tout systéeme extérieur oscillant, capable d'imposer sa
période a un processus biologique avec une certaine relation de phase.
Entrainement : réponse de |'animal par laquelle la période du rythme endo-
gene devient égale a celle du synchroniseur et conserve avec celui-ci une
relation de phase constante.

Libre cours : état de I'animal privé de repéres temporels externes permet-
tant ainsi la mise en évidence de rythmes endogeénes circadiens.

Jour subjectif, nuit subjective : notion reposant sur la perception interne du
temps écoulé chez I'animal en libre cours. On admet que le jour subjectif
correspond a la phase d’activité chez les especes diurnes et de repos chez
les espéces nocturnes; inversement, la nuit subjective correspond a la
phase de repos chez les diurnes et d’activité chez les nocturnes.

Temps circadien : par convention, le temps 12 (TC 12) correspond au début
de la nuit (extinction de la lumiére en conditions artificielles).

Horloge endogeéne (oscillateur) : entité anatomique responsable des
rythmes endogénes persistant en |I'absence de synchroniseur.

Phase photosensible : phase du rythme circadien au cours de laquelle la
lumiére peut induire un effet sur la fonction envisagée.

Courbe de réponse de phase : courbe obtenue, chez des animaux en DD,
par balayage du cycle de 24 heures par une stimulation lumineuse de cour-
te durée (flash) en mesurant I'avance ou le retard de phase pour chaque
point du rythme circadien.

Photopériodisme : processus utilisant la variation annuelle de la durée du
jour afin de synchroniser les cycles de vie avec les saisons.

Definitions

concret, le rythme d’activité locomotri-
ce d’un rongeur nocturne, le hamster
doré.

* En P’absence de synchroniseur exter-
ne (lumiére ou obscurité continue),
des rythmes d’une période ¢ proche de
24 heures persistent (figure 2B)

Ces rythmes, omniprésents chez les euca-
ryotes, témoignent de existence d’un
oscillateur (horloge endogene) qui fonc-

tionne de fagon autonome et a sa fré-
quence propre qu'il impose aux effec-
teurs qui lui sont asservis.

Ces rythmes endogenes peuvent persister
tres longtemps. En effet, des rythmes cir-
cadiens d’activité locomotrice ont été
observés chez des souris élevées pendant
plusieurs générations en lumiere perma-
nente. Cependant, certains rythmes dis-
paraissent en quelques jours; ce phéno-
mene peut étre di a un découplage entre

un oscillateur principal, des oscillateurs
secondaires asservis et les rythmes qu'ils
génerent.

* La nature endogene des rythmes cir-
cadiens est une propriété innée, géné-
tiquement programmée, de la physio-
logie des eucaryotes

Des mutations qui n’affectent qu’un seul
gene et aleerent la période du rythme ont
été trouvées chez divers eucaryotes, une
crucifere Arabidopsis, un ascomycete
Neurospora, un insecte, Drosophila mela-
nogaster et, a ce jour, chez deux verté-
brés, le hamster doré et la souris. Chez
ces mutants homozygotes, les périodes
varient entre 20 et 28 heures. Une dro-
sophile présentant une période de
16 heures vient d’étre obtenue par muta-
genese dirigée.

Chez la drosophile, le gene period (per)
semble au coceur du mécanisme de I'hor-
loge et la protéine nucléaire PER, qui est
nécessaire aux oscillations circadiennes
de la transcription de son propre gene,
participe ainsi a un mécanisme d’autoré-
gulation.

* En conditions naturelles (LD),
I’alternance des jours et des nuits
maintient constante la période (T =
24 h) et la phase du rythme circadien
Une avance ou un retard artificiel du
rythme lumineux est suivi d’une avance
ou d'un retard identique du rythme bio-
logique étudié (figure 2A4). Si la période
du cycle LD est expérimentalement
modifiée, l'oscillateur peut étre entrainé
aussi longtemps que la valeur de T n’est
pas trop différente de 24 heures. Cette
fourchette comprise entre 20 et
28 heures est celle observée pour la
période des mutations spontanées. 1l est
vraisemblable que des périodes trop dif-
férentes de 24 heures ne sont pas compa-
tibles avec 'adaptation de I'espece a son
environnement et, donc, avec sa survie.
Cependant, les rythmes de 16 heures,
obtenus expérimentalement chez la dro-
sophile, semblent encore entrainables par
la lumiere.

Figure 2. Rythme d’activité locomotrice chez un hamster mis dans une cage équipée d'une roue reliée a un systéeme d’enregistrement ; chaque
tour de roue produit un signal ; I'activité correspond au tracé épaissi. Les actogrammes journaliers sont disposés I'un au-dessous de |'autre : (A)
le rythme d’activité est entrainé par le cycle jour/nuit (C;) ; une avance de phase du cycle lumineux (C;) induit en quelques jours une avance
identique du rythme d’activité ; (B) en obscurité permanente, le rythme d’activité, en libre cours, reflete la période de I'horloge interne. Elle est
ici supérieure a 24 heures ; (C) un flash (J) en début de nuit subjective entraine un retard de phase le jour suivant ; (D) un flash identique en fin
de nuit subjective entraine au contraire une avance de phase. Les barres horizontales situées en haut de chaque actogramme représentent la
scotopériode en vert et la photopériode en blanc [1].

Figure 2. Rhythm of locomotory activity of a hamster in a cage fitted with a wheel hooked up to a recording device.
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Figure 1. Représentation schématique du
rythme circadien de sensibilité a la lumiere :
(A) en conditions naturelles jour/nuit, la
période du rythme T est égale a 24 heures ; il
existe une relation constante entre la phase
du rythme lumineux ®a et celle du rythme
endogeéne ®i; en obscurité permanente, le
rythme en libre cours exprime sa période
propre t d’environ 24 heures ; (B) une bréve
interruption de I'obscurité permanente par un
flash () au début de la nuit subjective pro-
voque un changement de phase ® qui retar-
de ®i (tracé fin) ; (C) un flash identique en fin
de nuit subjective provoque un changement
de phase qui avance ®i.

Figure 1. Diagram of the light sensitivity circa-
dian rhythm.
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Figure 3. Courbe de I'évolution de I'amplitude du déphasage du rythme circadien en fonction
du moment de la stimulation lumineuse chez un hamster mis en DD et soumis a un flash de
10 minutes a différentes heures du cycle de 24 heures.

Figure 3. Phase response curve according to time of light stimulus in a hamster under DD and given
a ten-minute flash of light at different times of the 24-hour cycle.

* En obscurité permanente (DD), il
existe des fenétres temporelles de pho-
tosensibilité pendant lesquelles le ryth-
me circadien peut étre déphasé par une
stimulation lumineuse de courte durée
(flash). En dehors de ces fenétres, la
lumiere est sans effet. L'amplitude et la
direction du changement de phase
varient en fonction du moment de
'exposition a la lumiere (figures 2C,
2D).

A partir de ces réponses, en balayant
I’ensemble du cycle de 24 heures par des
flashs, il est possible d’établir des courbes
de réponse de phase (figure 3), dont
I'allure est constante quelle que soit
I'espece et qui refletent la phase du ryth-
me circadien de I'horloge dont on peut
ainsi suivre la marche.

En lumiere permanente (LL), il existe de
la méme maniere des phases de scotosen-
sibilité. Une courbe de réponse de phase
peut étre obtenue en balayant la photo-
période par de courtes périodes d’obscu-

rité ; elle est inverse de celle obtenue en

DD par des flashs.

* La période du rythme endogene est
largement indépendante des variations
de la température ambiante

En effet, pour étre fiable, I'horloge circa-
dienne doit étre insensible aux variations
de I'environnement autres que celles de
la lumiére. La période varie de moins de
20 % pour un changement de 10 °C de
la température ambiante, alors qu’'un
changement identique provoque une
modification de 200 A 300 % des réac-
tions biochimiques. Cependant, un
changement de la température corporelle
(poikilothermes, hibernants) peut étre
responsable d’un changement de phase
du rythme.

Il existe d’autres synchroniseurs que la
lumiere, tels que la température ambian-
te, I'accessibilité a la nourriture, les inter-
actions sociales. Dans cet article, seul
sera envisagé le role majeur de la lumie-

re. Ce sont les mammiferes et les oiseaux
qui serviront de modeles pour cette
revue.

Le systeme circadien

Le systeme circadien de mesure du
temps est composé d’'un ensemble de
structures nerveuses interconnectées qui
permettent I'organisation temporelle des
processus physiologiques et comporte-
mentaux sur un mode circadien. La
séquence des événements impliqués dans
I'entrainement de ce systeme par la
lumiere et dans la mesure photopério-
dique du temps comprend trois étapes
majeures : la réception du signal pho-
tique, son intégration cellulaire par I'hor-
loge et, en aval, I'asservissement de sys-
temes effecteurs a cette horloge qui leur
impose son rythme.

Trois structures, dérivées du diencépha-
le, participent a ce systéme : ce sont la
rétine, la glande pinéale et les noyaux
suprachiasmatiques (NSC) de I'hypotha-

lamus.

La réception
du signal photique

* Chez les oiseaux, les photorécepteurs
impliqués dans la détection des cycles
lumineux responsables de la synchronisa-
tion des rythmes circadiens sont localisés
dans la rétine et dans la glande pinéale.
Les photorécepteurs pinéaliens, qui pos-
sedent les mémes pigments que la rétine
(rthodopsine et cone-opsine), sont des
cellules modifiées mais analogues a des
cones et des batonnets. Les protéines
(A-transducine, arrestine et recoverine)
impliquées dans la phototransduction
sont identiques dans les deux organes. La
figure 4 montre les ressemblances entre
I'organisation de la rétine chez les verté-
brés et de la glande pinéale chez les ver-
tébrés non mammaliens.

D’autres photorécepteurs, dont on connait
I'existence depuis les travaux de Benoit
chez le canard il y soixante ans, ont été
identifiés dans le septum et 'hypothalamus
par la mise en évidence, dans ces struc-
tures, de pigments reconnus par des anti-
corps dirigés contre les opsines rétiniennes.
Ces récepteurs profonds sont indispen-
sables au contrdle des cycles annuels de la
reproduction par la photopériode ; leur
implication éventuelle au niveau du syste-
me circadien reste 2 démontrer.
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Figure 4. Organisation neuronale : (A) de la glande pinéale chez la gre-
nouille ; (B) de la rétine chez I'ensemble des vertébrés. Dans la rétine,
le photorécepteur (R) est composé d'un pole récepteur de photons et
d'un pole émetteur de messages destinés a des neurones de deuxie-
me (B cellule bipolaire), puis de troisieme ordre (G cellule ganglionnai-
re). Interneurones multipolaires (M), cellules horizontales (H) et cel-
lules amacrines (A) multiplient les communications. Dans la glande
pinéale des oiseaux, le pdle récepteur et les cellules bipolaires ont par-
tiellement régressé ; chez les mammiféres, seul subsiste le pinéalocyte
(P) qui a perdu sa capacité de photoréception [2].

Figure 4. Neuronal organisation : (A) of the pineal gland in the frog; (B) of
the retina for vertebrates as a whole.

Figure 5. Rythmes d'activité locomotrice chez des hamsters traités au
glutamate pendant les 10 premiers jours de la vie. La réponse a une
avance de phase de 6 heures de la scotopériode (A), ou a un flash %),
1 heure (B) ou 6 heures (C) aprés le début de la nuit subjective, nest
pas modifiée [3].

Figure 5. Rhythms of locomotory activity in hamsters treated with glutama-
te during the first ten days of life.

— chez le hamster dont la cécité est indui-

* Les mammiferes ne possedent pas de
photorécepteurs extra-oculaires : la pho-
toréception se fait donc exclusivement au
niveau de la rétine, par un systeme diffé-
rent du systéme visuel ; en particulier, la
sensibilité et la rapidité des réponses du
systtme circadien a la lumiere sont tres
inférieures a celles concernant I'acuité
visuelle.
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Des sous-populations de photorécepteurs
et de cellules ganglionnaires spécifiques
du systtme photique circadien ont été
mises en évidence :

— chez la taupe et chez les souris homozy-
gotes pour la mutation rd/rd, la dégéné-
rescence des photorécepteurs, conduisant
a la cécité, n'altere pas la photosensibilité
du systeme circadien ;

te par des injections postnatales de gluta-
mate, I'entrainement des rythmes circa-
diens d’activité par la lumiere persiste
(figure 5). Le glutamate, en provoquant
une excitation prolongée des synapses
appartenant aux neurones situés a I'exté-
rieur de la barriere hémato-encéphalique,
induit la mort de la plupart des neurones




Summary

Circadian rhythms. The light-driven endogenous clock

L. Martinet

The 24-hour and one-year rhythms observed in most biological,
physiological and behavioural processes do not result from res-
ponses determined by variations in photoperiod, but from an
internal system of temporal measurement: the circadian system.
Part of an organism’s genetic make-up, this endogenous rhyth-
micity allows the temporal sequences of variations in the inter-
nal milieu to be organised for optimal adaptation to environ-
mental changes. The system’s functioning is characterised by
three stages: firstly, reception of the light signal; secondly, on
the CNS level, the cellular integration of the signal by a self-
maintaining oscillator (circadian clock) of period close to
24 hours, the integration allowing the endogenous oscillation to
be synchronised onto a 24-hour period; and lastly, the effector
systems’ response to the clock’s signals modulating the amplitu-
de of their activity on its own rhythm under conditions of tem-
poral isolation (constant light or dark), or a 24-hour period under
natural lighting conditions. The fundamental property of circa-
dian rhythms is that a short stimulus of light can phase-shift
them either forwards or backwards, depending on the time at
which the stimulus is received during the 24-hour cycle. Inter-
rupting the night by a pulse of light has allowed a phase respon-
se curve, of constant rate no matter what the species, to be plot-
ted.

In birds, photoreception occurs at the pineal gland and retina.
The circadian clock is located in the pineal gland. In mammals,
only the retina is photoreceptive, and the hypothalamic supra-
chiasmatic nuclei (SCN) act as substrate to the clock. Circadian
oscillation is a cell property since it is also observed in vitro in
isolated chicken pinealocytes or isolated rat SCN neurones.
Nevertheless, the molecular mechanism behind circadian oscilla-
tion remains obscure. On the other hand, in mammals at least,
reception of the light signal by a specific population of retinal
cells involves a chain reaction of events, certain steps of which
are just beginning to be understood: release of a neurotransmit-
ter, glutamate, by retinal projections at the SCN, induction of
genes of early expression, and probably of late expression
coding for neuropeptides. Amongst the various clock outputs,
only that allowing the rhythmic synthesis of melatonin by the
pineal gland has been properly elucidated. Released only at
night, melatonin has feedback control over the clock via high-
affinity receptors and controls seasonal functions by informing
the organism of annual variations in day length.
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L'horloge circadienne :
oscillateur primaire

de deuxieme (cellules bipolaires et ama-
crines) et de troisieme (cellules ganglion-
naires) ordres de la rétine. On ne connait

pas actuellement le mécanisme qui per-
met aux cellules rétiniennes impliquées
dans le syst¢me circadien de rester insen-
sibles a I'excitotoxicité du glutamate.

Les rythmes circadiens de nature endo-
gene peuvent dépendre soit d’un oscilla-
teur unique soit de multiples oscilla-
teurs, de méme rang ou hiérarchisés.

Chez les oiseaux et les mammiferes, le
systeme circadien comprend un oscilla-
teur primaire et au moins un oscillateur
asservi. La démarche expérimentale qui a
permis la mise en évidence de cet oscil-
lateur primaire a été identique chez les
oiseaux et les mammiferes, a savoir des-
truction de la structure présumée conte-
nir 'horloge et implantation d’un gref-
fon contenant cette structure pour
rétablir les rythmes, ou encore maintien
in vitro de la structure.

* Chez les oiseaux, la glande pinéale
est le substrat de l'oscillateur primaire
Son ablation provoque la disparition des
rythmes circadiens (figure 6A); la trans-
plantation d’une glande pinéale dans la
chambre antérieure de I'ceil d’un hote
préalablement pinéalectomisé restaure ces
rythmes et la phase du rythme restauré
est celle du donneur (figure 7).

Le maintien en survie in vitro de glan-
de pinéale montre que la sécrétion
rythmique de mélatonine (figure 8)
persiste en l'absence du synchroniseur
lumineux ; la période du rythme est
alors celle de I'horloge contenue dans
les pinéalocytes (figure 94). Des don-
nées identiques, obtenues a partir de
pinéalocytes isolés, suggerent que la
glande pinéale est composée de mul-
tiples oscillateurs qui, en situation nor-
male, sont couplés et se synchronisent
mutuellement.

* Chez les mammiferes, ce sont les
noyaux suprachiasmatiques (NSC) de
I’hypothalamus qui forment le substrat
anatomique de loscillateur primaire

La destruction de ces noyaux, localisés 2
la surface dorsale du chiasma optique,
provoque la disparition des rythmes cir-
cadiens (figure 6B). La greffe de NSC de
nouveau-nés dans le troisieme ventricule
d’un adulte 3 NSC détruits restaure cer-
tains rythmes circadiens tels que activité
locomotrice et prise de boisson. Si la
période de I'horloge du greffon est diffé-
rente de celle de I'héte, la période des
rythmes restaurés chez I'héte sera celle
du greffon, comme le montre I'utilisa-
tion de greffons homozygotes pour la
mutation tau (période circadienne courte
d’environ 20 heures) chez des receveurs
dont la période érait proche de 24 heures
avant la lésion. Le mécanisme par lequel
le greffon transmet une information 2
I'héte privé de ses NSC ou regoit I'infor-
mation provenant d’un receveur intact
est inconnu actuellement ; il peut étre de
nature nerveuse ou humorale.
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Figure 6. Effets de la
destruction de I'horloge
circadienne sur les
rythmes d’activité loco-

motrice : (A) chez le moi-
neau, bien que le passa-
ge d'un cycle LD 12:12
en DD diminue beau-
coup l'activité chez une

espece diurne, on obser-

TS ve nettement |'appari-

tion du libre cours;

apres pinéalectomie (=),

les rythmes circadiens
disparaissent pour lais-
ser place a une activité
répartie sur toute la
durée du cycle de 24
heures [4]; (B) chez le
rat, c'est la destruction

LUK w808 I8 8 S LI B S || S (B 1 ] | .
7 des noyaux suprachias-

A TV T matiques () qui pro-
voque la disparition des
rythmes circadiens.
Figure 6. Effects of des-

heures 0 24 48 troying the circadian

|

clock on rhythms of loco-
motory activity in the
sparrow and in the rat.

Bien que composés d’un petit nombre
de cellules (10 000 au maximum chez le
rat), les NSC représentent une structure
dense et complexe faite de petits neu-
rones de nature chimique trés variée
(neuropeptides et neurotransmetteurs) et
d’une population importante d’astro-
cytes.

Les NSC se caractérisent par des rythmes
de consommation de glucose, d’activité

électrique spontanée, de synthese de pro-
téines, qui persistent 7z vivo chez des
animaux en isolement temporel et in
vitro dans des explants hypothalamiques
contenant les NSC (figure 10). Activité
métabolique oxydative et activité élec-
trique sont plus élevées de jour (réel ou
subjectif) que de nuit. La mise en évi-
dence d’une plasticité morphologique
des astrocytes au cours du rythme circa-
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A

Figure 7. Transplantation d'une glande pinéa-
le dans la chambre antérieure de |'ceil d'un
moineau préalablement pinéalectomisé : (A)
cycle lumineux et rythmes d'activité du don-
neur ; (B) activité du receveur aprés pinéalec-
tomie ; le rythme circadien a disparu; (C)
restauration du rythme aprées la transplanta-
tion [5].

Figure 7. Transplant of a pineal gland into the
anterior chamber of the eye of a previously
pinealectomised sparrow.

dien suggere que les cellules gliales pour-
raient aussi intervenir dans la marche de
I’horloge [10].

Comme celle des oiseaux, I'horloge des
mammiferes semble composée de mul-
tiples oscillateurs puisque des cellules
dispersées de NSC sont encore capables
d’émettre des signaux circadiens. Il est
vraisemblable que le réseau formé de ces
multiples oscillateurs mutuellement syn-
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Figure 9. Sécrétion
rythmique in vitro
de mélatonine par
des cellules disper-
A sées de glande piné-
ale de poulet: (A) en
obscurité constante,
la persistance de
rythmes d’une pério-
de proche de
24 heures témoigne
de l'existence d'une
horloge circadienne
dans les pinéalo-
cytes ; (B) sous un
cycle lumineux LD
12:12, le rythme
endogene est entrai-

né par l'alternance
B jour/nuit grace a la
présence des photo-
récepteurs pinéa-
liens [7].

Figure 9. Rhythmic
secretion of melatonin

f (Y y \ ‘ / 5 in vitro by isolated
0l Aol \V W W \" cells of the pineal
= A 4 ! —_— T gland of a chicken.
0 24 48 72 96 120
Heures

e Figure 8. Sécrétion de mélatonine par la
glande pinéale : a gauche, voie de synthése
a partir de la sérotonine ; a droite, rythme
nycthéméral du contenu de la pinéale en
sérotonine et en mélatonine et de I'activité
des deux enzymes impliquées dans la syn-
thése de mélatonine. La production de
mélatonine, synthétisée et libérée unique-
ment pendant la nuit, est controlée par
I"alternance jour/nuit soit directement grace
aux photorécepteurs pinéaliens (oiseau),
soit indirectement via le tractus rétino-
hypothalamique, les noyaux suprachiasma-
tiques et les ganglions cervicaux supérieurs
de la chaine orthosympathique (oiseau,
mammifére). La noradrénaline, libérée pen-
dant la nuit par le nerf pinéalien, augmente
I"activité N-acétyltransférase, I'enzyme clé
de la synthese de mélatonine, via des
récepteurs o1 et 1 [6].

Figure 8. Melatonin secretion by the pineal
gland.

chronisés renforce le fonctionnement
autonome de I'horloge.

L’oscillation circadienne semble donc
une propriété de la cellule. Mais, actuel-
lement, nous ne savons rien des bases
biochimiques et moléculaires de la
machinerie circadienne.

Le signal photique
et son intégration cellulaire
par I'horloge

* Chez les oiseaux, le mécanisme par
lequel les photorécepteurs pinéaliens
transmettent les signaux photiques a
I'horloge pinéalienne reste inconnu, mais
leur implication dans cette transmission
a été élégamment démontrée. Si des
pinéalocytes maintenus in vitro sont sou-
mis a un cycle lumineux (LD 12: 12), le
rythme de sécrétion de mélatonine est
alors entrainé sur une période de
24 heures (figure 9B). Un flash en début
de nuit retarde le pic de sécrétion, tandis
qu'en fin de nuit il I'avance, selon la
courbe de réponse de phase décrite dans
la figure 3. Ces déphasages par la lumiere
montrent que ce sont bien les photoré-
cepteurs, présents dans les pinéalocytes,
qui sont responsables de I'entrainement
de loscillateur pinéalien.

® Chez les mammiferes, la transmission
du signal photique des cellules ganglion-
naires de la rétine vers les NSC est assu-
rée par une voie directe, le tractus réti-
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Figure 10. Rythmes circadiens dans les noyaux suprachiasmatiques du
rat maintenus in vitro : (A) de la synthése protéique (O) mesurée par
I'incorporation de leucine tritiée, du métabolisme oxydatif (®) mesuré
par celle de 2-désoxy-glucose marqué au carbone C'4; (B) de I'activité
électrique spontanée [8, 9].

Figure 10. Circadian rhythms in rat suprachiasmatic nuclei kept in vitro.

no-hypothalamique (TRH), et une voie

sectionnés en aval du chiasma, I'entraine-

Figure 11. Photographie (A) de la face ventrale du cerveau de hamster
montrant les yeux, les nerfs optiques, le chiasma optique et les tractus
optiques. Les fibres rétiniennes du tractus hypothalamique quittent le
tractus optique au niveau du chiasma pour pénétrer dans les noyaux
suprachiasmatiques ; (B) des projections rétiniennes composant le
TRH dans les NSC d’un hamster. Un traceur, ici la sous-unité B de la
toxine cholérique couplée a la peroxydase du raifort, injecté dans la
chambre antérieure de I'ceil est capté par les cellules ganglionnaires et
migre, grace au transport axonal, jusqu’a leurs terminaisons dans les
NSC (cliché A : J. Serviére, cliché B : |. Chambille).

Figure 11. Photograph of the ventral surface of the hamster brain showing
the eyes, optic nerves, chiasma and tracts (A); and retinal projections
making up the TRH of the suprachiasmatic nuclei in a hamster (B).
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indirecte aprés un relais dans les corps
genouillés latéraux.

Le TRH, formé par les axones d’un petit
contingent de cellules ganglionnaires, est
inclus dans le nerf optique et le quitte au
niveau du chiasma optique pour pénétrer
dans les NSC (figure 11). Apres énucléa-
tion des {,,l()bes oculaires ou section des
nerfs optiques en amont du chiasma, le
signal photique ne peut plus atteindre les
NSC, I’entrainement de I'horloge par
I’alternance jour/nuit est alors supprimé.
Au contraire, si les tractus optiques sont

ment par la lumiere subsiste, montrant
ainsi que le tractus rétino-hypothala-
mique est nécessaire a la transmission du
signal photique.

Quelques séquences de la transmission
du signal photique vers I'horloge com-
mencent a étre connues, mais il manque
encore beaucoup de maillons a la chaine
des événements qui permettent l'entrai-
nement de I'horloge par la lumicre et
donc des rythmes qu’elle controle :

— le neurotransmetteur principal du trac-
tus rétino-hypothalamique est un petit
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qui fait partie d’'un groupe majeur de
neurotransmetteurs, les acides aminés
excitateurs. Du glutamate a été mis en
évidence par immunocytochimie dans les
boutons présynaptiques des terminaisons
rétiniennes dans les NSC. De p]m
I'injection d’un antagoniste des récep-
teurs de ce peptide avant un flash inhibe
le changement de phase du rythme
d’activité qui aurait di suivre ;
'exposition a la lumiere induit des
modifications au niveau des NSC. En
particulier, un flash peut induire




Figure 12. Effet de la lumiere, chez le rat, sur lI'induction des génes
jun-B et c-fos ; (A) un flash a CT 18 (nuit subjective) provoque |'appari-
tion de la protéine dans les noyaux des cellules des NSC; (B) NSC
d'un animal témoin. Déphasage de I'activité locomotrice (C) et induc-
tion des ARN messagers de jun-B (D) et de c-fos (E) par un flash a TC
14, 19 et 21 [1, 11].

Figure 12. Effect of light
on the induction of jun-
B and c-fos genes in the
rat.

Oiseau

Activité
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Figure 13. Entrainement des rythmes circadiens d’activité chez I'oiseau
et le rat, mis en conditions de libre cours, par des injections quoti-
diennes de mélatonine (o) a 24 heures d’intervalle. La phase de
I'entrainement par la mélatonine correspond a la phase du cycle d’acti-
vité (début de I'activité chez une espéece nocturne, fin de I'activité chez
une espéce diurne) et non a celle du rythme de sécrétion de la mélato-
nine [14, 15].

Figure 13. Entrainment of circadian rhythm of activity in the bird and the
rat under free-running conditions by daily injections of melatonin at 24-
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hour intervals.

I'expression de plusieurs genes d’expres-
sion précoce tels que c-fos (figures 124,
12B) ou jun-B. La concordance entre le
moment ol la lumitre induit Iexpres-
sion de ces genes et un changement de
phase du rythme d’activité suggérait que
ces genes pouvaient étre impliqués dans
le mécanisme moléculaire & I'origine des
changements de phase de I'horloge
(figures 12C, 12D, 12E), ce qui vient
d’étre démontré : si on bloque I'expres-
sion de c¢-Fos et Jun-B, normalement
induite par un flash, par des oligonucléo-
tides antisens, on inhibe aussi le change-
ment de phase du rythme d’activicé [12].
Les produits de transcription de ces
genes pourraient a leur tour induire des
genes d’expression tardive responsables
de la synthése de neuropeptides par

exemple ; en effet, nous venons de mon-
trer au laboratoire que, chez le hamster,
apres une stimulation lumineuse pendant
la nuit, quelques neurones contenant le
peptide intestinal vasoactif (VIP) ou le
peptide de libération gastrique (GRP)
coexpriment c-Fos [13].

L'implication présumée des genes
d’expression précoce dans le mécanisme
d’entrainement de I'horloge par la lumie-
re est confortée par plusieurs observa-
tions :

— la zone d’apparition des cellules immu-
noréactives pour la protéine Fos a la
suite d’'un flash se superpose au champ
terminal des projections rétiniennes
(figures 11B, 124) ;

— linjection d’un antagoniste des récep-
teurs du glutamate avant un flash pen-
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dant la nuit subjective inhibe I'expres-
sion de la protéine Fos ;

— l'addition de glutamate, le neurotrans-
metteur présumé des projections réti-
niennes, dans le milieu d’incubation de
NSC maintenus en survie pendant plu-
sieurs jours induit I'apparition de la pro-
téine c-Fos, ceci uniquement pendant la
nuit subjective, vraisemblablement via
une augmentation du Ca2+ intracellulaire
libre.

Parmi les nombreux peptides mis en évi-
dence dans les NSC par hybridation in
situ et par immunocytochimie, certains
présentent des variations qui persistent
en absence d’entrainement par la
lumiere : cest le cas de la vasopressine.
Pour d’autres, comme le VIP, les varia-
tions observées au cours du nycthémere
disparaissent en obscurité permanente.
Le role éventuel de ces peptides dans le
fonctionnement de I'horloge reste large-
ment incompris. Le VIP pourrait inter-
venir au niveau de I'entrée du signal
photique et, donc, participer a 'entraine-
ment de I'horloge. La vasopressine, qui
présente un rythme circadien tres précis
dans le liquide céphalo-rachidien, pour-
rait intervenir a la sortie de I'horloge en
transmettant des signaux rythmiques vers
des oscillateurs asservis ou directement
vers les effecteurs périphériques.

Les oscillateurs
secondaires,
asservis a I’horloge

* Chez les oiseaux, ce sont les NSC qui
joueraient le role d’oscillateurs secon-
daires asservis a la glande pinéale. La
sécrétion rythmique de mélatonine
constitue la sortie, les « aiguilles » de
I’horloge, et il est vraisemblable que la
« lecture de I'heure » se fasse au moins en
partie au niveau des NSC qui possedent
une forte densité de récepteurs a la méla-
tonine. En effet, il est possible d’entrai-
ner les rythmes d’activité chez un oiseau
pinéalectomisé par des injections quoti-
diennes de mélatonine (figure 13).

Cependant, les NSC recoivent aussi des
signaux photiques directs en provenance
de la rétine comme chez les mammiferes.
L’importance relative de la transmission
des signaux photiques via la glande
pinéale ou directement vers les NSC
reste mal érablie. Les NSC pourraient
aussi jouer le role d’un oscillateur primai-
re couplé et non totalement asservi a la
glande pinéale, ce qui reste a démontrer.
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* Chez les mammiferes, la glande pinéa-
le constitue un oscillateur secondaire
asservi aux NSC qui lui imposent leur
rythme. Pendant le jour (réel ou subjec-
tif), Pactivité électrique spontanée des
NSC inhibe la libération de noradrénaline
par les terminaisons du nerf pinéalien ;
pendant la nuit, lorsque cette activité
diminue, la fixation de la noradrénaline
sur ses récepteurs stimule la synthese de
mélatonine (figure 8).

Bien que la glande pinéale ne soit pas un
oscillateur primaire auto-entretenu, la
sécrétion rythmique de mélatonine exer-
ce un rétrocontrole sur le fonctionne-

ment des NSC. Comme chez les oiseaux,
il est possible d’entrainer des rythmes
désynchronisés ou en libre cours par des
injections programmées de mélatonine
(figure 13). La présence de récepteurs a
la mélatonine dans les NSC et la dispari-
tion de I'entrainement des rythmes par la
mélatonine chez des rats 2 NSC [ésés
plaident en faveur d’une action directe
de l'indolamine sur les NSC.

Les schémas présentés dans la figure 14
résument 'état actuel de nos connais-
sances sur le systeme circadien des
oiseaux et des mammiferes tels qu’ils ont
été décrits de maniere tres simplifiée
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Figure 14. Représentation schématique du systeme circadien: (A) chez |'oiseau, |'oscillateur
circadien contenu dans la glande pinéale est entrainé par la lumiére directement via les photo-
récepteurs pinéaliens et indirectement via le tractus rétino-hypothalamique (TRH), les noyaux
suprachiasmatiques (NSC) et les ganglions cervicaux supérieurs (GC). C'est la sécrétion ryth-
mique de mélatonine par la glande pinéale qui entraine a son tour les NSC d'ou partent les
signaux nerveux ou neuroendocriniens vers les effecteurs ; les NSC, dont on ne sait pas s'ils
sont capables d'osciller de fagon autonome, regoivent aussi une information photique directe
via la rétine et le RHT ; (B) chez le mammifére, les NSC, sieges de |'oscillation circadienne,
sont entrainés directement par la lumiére via la rétine et le RHT. Parmi les signaux rythmiques
émis par les NSC, celui atteignant la glande pinéale via les GC va induire la sécrétion ryth-
mique de mélatonine qui exerce une double fonction, a savoir un rétrocontréle sur |'oscilla-
teur circadien et une mesure de la durée du jour utilisée par les effecteurs a activité saisonnie-

re.

Figure 14. Diagram of the circadian system in the bird and in the mammal.




dans cette revue. Ces schémas n’expli-
quent pas ce qui se passe en aval des
NSC. La machinerie cellulaire, nerveuse
ou neuro-endocrinienne qui permet a
horloge de transmettre loscillation cir-
cadienne a I'ensemble de l'organisme
reste pratiquement inconnue.

Conclusion

Récurrence et prédictibilité sont deux
caractéristiques des rythmes solaires.
Depuis Claude Bernard, on sait que la
constance du milieu interne est nécessai-
re au maintien de la vie. Or, 'ensemble
des observations sur I'organisation tem-
porelle des étres vivants, qui montre en
réalité une plasticité récurrente du fonc-
tionnement cellulaire, doit élargir le
concept de 'homéostasie a celui d’une
homéostasie prédictive.

L’intérét des recherches sur les rythmes
circadiens et sur I'horloge qui les génere
est multiple. En effet, elles montrent,
comme toutes les études de chronobiolo-
gie, la dimension biologique du temps
et, par la méme, elles sont nécessaires
pour pallier les dysfonctionnements de la
synchronisation interne de l'organisme
ou pour faciliter I'adaptation, si nécessai-
re, de I'individu a2 un nouvel environne-
ment. L’horloge circadienne participe
également a la mesure photopériodique
du temps qui permet a 'organisme de se
préparer en synchronie avec le cycle
solaire annuel.

Chez '’homme, I'organisation du systeme
circadien et les réponses a la lumiere sont
identiques a ce qui vient d’étre décrit
chez les mammiferes. Les perturbations
des rythmes du sommeil lors de voyages
transcontinentaux en sont un bon
exemple ; les courbes de réponse a la
lumiére entrainant une avance ou un
retard de phase des rythmes en fonction
du temps circadien en font une parfaite
démonstration expérimentale [16].

Les contraintes économiques et sociales
(voyages transcontinentaux, travail a
horaires variables), de nombreuses patho-
logies lies au vieillissement ou a cer-
taines formes de cécité peuvent conduire

\

a un dysfonctionnement de 'organisa-
tion circadienne. Le role de la mélatoni-
ne, qui augmente le couplage entre le
rythme de I'horloge circadienne et le
synchroniseur externe, a retenu l'atten-
tion des cliniciens [17] et a suscité dans
I'industrie pharmaceutique des recher-
ches sur la synthese de molécules chro-
nobiotiques, agonistes ou antagonistes de
la mélatonine, qui devraient étre dispo-
nibles prochainement [18] M
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Résume

Les rythmes de 24 heures et d’'un an observés dans la plupart
des processus biochimiques, physiologiques et comportemen-
taux ne résultent pas d’'une réponse imposée par les variations
de la durée d’éclairement, mais découlent d’'un systéme inter-
ne de mesure du temps, le systéme circadien. Cette rythmicité
endogene, inscrite dans le patrimoine génétique des étres
vivants, permet I'organisation de séquences temporelles des
variations du milieu intérieur en vue d’une adaptation opti-
male aux changements de I'environnement. Trois étapes carac-
térisent le fonctionnement de ce systéme : en amont, la récep-
tion du signal photique ; au niveau central, I'intégration
cellulaire de ce signal par un oscillateur (horloge circadienne)
auto-entretenu, d'une période proche de 24 heures, intégra-
tion qui permet la synchronisation de l'oscillation endogene
sur une période de 24 heures ; enfin, en aval, la réponse des
systemes effecteurs aux signaux de I’horloge qui modulent
amplitude de leur activité sur son rythme propre, en situa-
tion d’isolement temporel (lumiere ou obscurité constante),
ou sur une période de 24 heures, en conditions naturelles
d’éclairement. La propriété fondamentale des rythmes circa-
diens est leur possibilité de déphasage par une bréve stimula-
tion lumineuse dans un sens, avance ou retard, qui dépend du
moment ot elle est regue au cours du cycle de 24 heures. Le
balayage de la nuit par un tel flash a permis de tracer une
courbe de réponse de phase dont l'allure est constante, quelle
que soit I'espece.

Chez les oiseaux, la photoréception se fait au niveau de la
glande pinéale et de la rétine; I'horloge circadienne est
localisée dans la glande pinéale. Chez les mammiferes, seule
la rétine est photoréceptrice ; ce sont les noyaux supra-
chiasmatiques (NSC) de I'hypothalamus qui servent de
substrat 2 I'horloge. Loscillation circadienne est une pro-
priété de la cellule puisqu’elle est encore observée in vitro
par des pinéalocytes isolés de poulet ou des neurones isolés
de NSC de rat; cependant, le mécanisme moléculaire a
l'origine de l'oscillation circadienne reste incompris. En
revanche, au moins chez les mammiferes, la réception du
signal photique par une population spécifique de cellules
rétiniennes met en jeu une cascade d’événements dont on
commence 2 connaitre quelques étapes : libération par les
projections rétiniennes au niveau des NSC d’un neuro-
transmetteur, le glutamate ; induction de génes d’expres-
sion précoce puis, vraisemblablement, d’expression tardive
codant pour des neuropeptides. Parmi les nombreuses sor-
ties de I'horloge, seule celle permettant la synthese ryth-
mique de mélatonine par la glande pinéale est bien éluci-
dée. La mélatonine, uniquement sécrétée pendant la nuit,
exerce un rétrocontrdle sur I'horloge via des récepteurs de
haute affinité et contrdle les fonctions saisonnieres en
informant 'organisme des variations annuelles de la durée
du jour.
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