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INTRODUCTION



) Geénéralités.

1) Découverte de I’horloge circadienne

Depuis longtemps, I'étude des phénomenes rythmigqueonduit a de multiples
observations. En effet, notre vie est rythmée mar bhattements du cceur, par le cycle
veille/sommeil, et par les variations journaliédesnombreux parametres internes tels que les
sécrétions hormonales ou la température corpor€hls. variations journalieres sont reliées
aux variations de I'environnement, comme les a#teces régulieres et prévisibles du jour et
de la nuit, dues au fait que la Terre tourne sl&~reEéme en 24 heures. Ainsi, la notion de
rythme du vivant a été décrite dés 325 avant J¥r@\pdrosthene Thasius. Il observait que les
feuilles de certaines plantes (notamm@aimarindus Indicus n’occupaient pas la méme

position le jour et la nuit (Figurel).

Day 9 11 AM. Day 9 11 PM.

Day 10 11 AM. : Day 10 11 PM.

Figure 1 : Rythme journalier du positionnement désuilles d’un plant de haricot.
Les feuilles de ce plant sont redressées pend@miriaée (& gauche) et retombent la nuit (& droite)

(Circadian Physiology, de R. Refinetti, secondeical)

En 1729, Jean-Jacques Dortous de Mairan publieolservations cruciales pour
'étude des rythmes. Il démontre que le mouvemest fduilles d’'un végétal (la Sensitive :
Mimosa pudica suit un rythme dont la période est d’environ 24ies, lorsque la plante est
placée dans un environnement lumineux cyclique (ld¥st-a-dire avec une alternance de

phase de jour et de nuit. Mais, de facon surprenase rythme journalier persiste aussi



lorsque la plante est placée en obscurité constédi®, montrant ainsi lecaractere
endogenedes rythmes journaliers alors appetgthmes circadiens(circa= autour, diem =
jour, soit d’environ 24 heures) du vivant.

Plus tard, au début du 2 siecle, d’autres travaux mettent aussi en éviddéace
présence d'un fonctionnement rythmique circadiedogene, chez les animaux. Lorsque
ceux-ci sont placés dans un environnement lumieastant (LL ou DD), ils conservent leur
rythme d’activité. Ainsi, chez les drosophiles quit une activité diurne, lorsqu’elles sont
placées en obscurité constante (DD), I'éclosionditesophiles adultes a partir des pupes n’a
lieu que pendant les cing premiéres heures dusjojectif, c’est-a-dire pendant la phase qui
correspondait précédemment a la phase de jouerBitgh, 1954). Chez les Mammiféres,
I'étude des rythmes de l'activité locomotrice desirss, en condition de lumiére constante
(LL), montre qu’il existe aussi un rythme circadieendogene (Johnson, 1939).
L’enregistrement de l'activité locomotrice de cesnaaux nocturnes montre que, dans un
environnement lumineux rythmique (12L :12D), l'ad# locomotrice suit une période
d’exactement 24 heures, en phase avec la périodeitd@-igure 2). Lorsque les souris sont
ensuite placées en obscurité constante (DD), e#edisposent plus des reperes temporels de
leur environnement. Cependant, dans ces conditlenslibre cours », I'activité locomotrice

demeure rythmique et persiste pendant la nuit stitage

Time (h)

Time (Days)

Mouse

Figure 2: Enregistrement de I'activité locomotria#une souris nocturne.

Enregistrements représentatifs de I'activité loctsive de roue en double représentation. Les animaux
sont maintenus en conditions LD12:12 (barres hatales blanches et noires en haut), avant d’étre
placés en obscurité constante (barre horizontale em bas) au moment indiqué par la fleche. Les
zones grisées symbolisent I'obscurité. La sourigturne, présente un rythme circadien d’activité
locomotrice nettement marqué pendant la nuit. B lcours (obscurité constante = DD), le décalage
de l'activité vers la gauche illustre le fait qeerythme locomoteur devient Iégérement inférieR4RA.

(d’apres Dardente H, et al., 2004)
3



Comme nous pouvons le voir sur la figure 2, I'gseement de I'activité locomotrice
des souris placées en DD dérive vers la gauchée @étive démontre que I'animal possede
un systéme endogene de mesure du temgent la période n’est pas rigoureusement de 24
heures mais s’en approche. Ce systeme esydeme circadien endogene ou horloge
circadienne interne Ainsi, en condition LD, I'horloge interne est ris@m a I'heure chaque
jour par les variations de I'environnement, afirasburer une synchronisation exacte de

I'activité locomotrice avec les cycles extérieues2d heures.

Chez les Humains, J. Aschoff montre, par des nesesde température corporelle et
des mesures sur les urines, que, lorsqu’ils s@weépl en conditions 12 heures de jour et 12
heures de nuit (12L/12D), les deux parameétres réesant des rythmicités journaliéres
(Aschoff, 1965). Il montre aussi que des Hommes \quént isolés de toutes variations
environnementales, continuent a avoir un fonctiomr@ rythmique dont la période est

supérieure a 24 heures (25,9h). Il en conclut gu'is possédenine horloge interne

L’ensemble de ces travaux, depuis I'Antiquité juiag 20éme siecle, a fait émerger la
notiond’horloge circadienne interneprésente dans la grande majorité des espécesesudié
des Cyanobactéries aux Mammiféres, en passant ggaccHampignons, les plantes, les
insectes, les poissons, les reptiles et les oiseaux

2) Valeur adaptative de I'horloge

L’acquisition d’'une horloge interne circadiennermpet aux organismes de pouvoir
anticiper les variations environnementales et ainsaddpter leurs comportements.
L’horloge circadienne aurait donc une valeur adaptéve (Johnson, 2005). Lorsque des
drosophiles sont maintenues dans différentes dondienvironnementales (en LL ou en LD
avec des rythmes ayant différentes périodes 2kt 2¥ heures), celles qui ont la meilleure
probabilité de survie sont celles qui sont placéesLD avec une période de 24 heures
(Pittendrigh and Minis, 1972) (Figure 3). De mémbez des animaux qui présentent une
altération de I'horloge circadienne, la durée de gst affectée, suggérant que I'horloge
circadienne permet une meilleure adéquation dgdiisme avec son environnement (Hurd
and Ralph, 1998; Klarsfeld and Rouyer, 1998; Weadtl al., 2004).
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Figure 3 : Pourcentage de survie des drosophilesf@mction de leur environnement lumineux.

Les drosophiles maintenues dans un environneménhigue d’'une période de 24 heures (en rouge)
avec 12 heures de jour et 12 heures de nuit vilemlus longtemps, suggérant une meilleure
adéquation avec leur environnement.

(d’aprés Pittendrigh CS, 1972)

L’intérét adaptatif de I'horloge circadienne egakement visible chez les Hommes. En
effet, des personnes atteintes par le FASP (FdrAtiganced Sleep PhaSyndrome) ont une
horloge interne dont la période est diminuée, pgoramt une avance de quelques heures des
phases de sommeil (Toh et al., 2001; Xu et al.5200es personnes présentent beaucoup de

difficultés a s’adapter aux rythmes de vie de lei&t@, basés sur 24 heures.

En résumeé, la majorité des organismes vivants poske la notion intrinseque du
temps. lls présentent ainsi un systeme circadiengrictionnant sur environ 24 heures, et
dont lintérét adaptatif serait de permettre une adtquation harmonieuse entre

I'organisme et son environnement.



II) Un systeme circadien complexe.

1) Le systéme circadien repose sur un meécanisme molémuve complexe.

Suite a la découverte de I'horloge circadienneritge chez une grande partie des
organismes vivants, différentes études ont mis \@deRce le caractére génétique de
I'endogénicité des rythmes circadiensCes études permettent aujourd’hui de dire que le
systeme circadien endogene repose sur un meécamwtexulaire complexe, impliquant

I'expression de différents genes horloges.

1.1) Identification des génes horloges.

C’est d'abord chez les Drosophiles que plusiewsants ayant une période endogéne
altérée, ont été décrits (Konopka and Benzer, 1871¢s génes porteurs de ces mutations
identifiés (Bargiello et al., 1984; Dunlap, 199@hez les Mammiféres, la premiére évidence
d’'un support géenétique a été observée a partia d&touverte de la mutation spontamée
qui diminue la période endogene de l'activité lootmece chez le hamster (Ralph and
Menaker, 1988). L'ensemble de ces travaux a alessit® un grand intérét pour la recherche
des genes, qualifiés dgenes horloges,responsables du fonctionnement circadien des
organismes. Des expériences de mutagénese etradgelont ainsi fait émerger un ensemble
de genes contrélant des rythmicités circadiennémzGes Mammiferes, le premier gene
horloge découvert est le geBéock pour « Circadian Locomotor Output Kaput » (Vitaizet
al., 1994). Par la suite une dizaine d’autres gem¢®té identifiés Perl, Per2, Per3, Cryl,
Cry2, Bmall, Reverb; Rorv....

1.2) Mécanisme de base de I'’horloge moléculaire Nesnmiféres.

Les découvertes des difféerents génes horlogesp@mhis de proposenn modéle
d’horloge moléculaire basé sur une boucle de rétrontréle fonctionnant sur 24 heures
(Panda et al.,, 2002b) (Figure 4, rectangle bleugtteC boucle moléculaire contréle
'expression de genes : legéhes contrélés par I'horlogeé (CCG, dock controlled _gnes),

qui sont les voies de sortie des messages rythsiduee mécanisme moléculaire est le
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suivant : Les facteurs de transcriptions CLOCK &A1 s’hétérodimérisent fa leur
domaine PAS : Period-Arnt-Sim) et activent la taipion des génederiod (1-3) et
Cryptochrome (1-2)en se liant & 'ADN (via leur domaine bHLH-PA®asic-Helix-Loop-
Helix) au niveau d’'une E-box (Gekakis et al., 19B®genesch et al., 1998), une séquence
régulatrice de la transcription génique (Figuree¢tangle bleu). En retour, les protéines PER
(1-3) et CRY (1-2) s’hétérodimérisent (via leur done PAS) et migrent alors dans le noyau
(Lee et al., 2001), ou elles inhibent I'activitériscritpionnelle du dimere CLOCK / BMALL,
ainsi que leur propre transcription (Kume et aP99; Shearman et al., 2000) (Figure 4,
rectangle bleu).

Ainsi, le mécanisme moléculaire de I'horloge est fimé principalement d’une boucle de
rétrocontrble comprenant une composante positive (CLOCK / BMAL1) et une
composante négativg(avec I'hétérodimére PER1-2/CRY1-2)n cycle complet de cette

boucle dure environ 24 heures

L’ensemble des espéces, allant d’'organismes simptenme la bactérie, et les
champignons, a des organismes plus complexes cdesmaouches et les Mammiferes qui
ont un fonctionnement circadien, exprime aussiglates horloges. Et, chez ces especes, le
mécanisme de base de I'horloge moléculaire reppsamt partie, sur une boucle de
rétrocontrble est conservé (Bell-Pedersen et BD5R Cependant, chez les Mammiferes, le

mécanisme moléculaire de I'horloge présente uneptaxité supplémentaire.

1.3) Complexité du mécanisme moléculaire des Manaraf

1.3.1) Boucles secondaires et réqulations de Bggrimoléculaire

En plus de la boucle moléculaire d’autocontréle gaus venons de décrire, I'horloge
moléculaire des Mammiféeres est composée de bousdesndaires qui permettent la
régulation des acteurs de la boucle principaletd@ntrole (Figure 4, rectangle bleu).

Les boucles secondaires permettiag régulations transcriptionnellesdes genes de la
boucle principale. Ainsi le génReverla dont la transcription est activée par le dimeére
CLOCK/BMALL, produit une protéine qui inhibe la miscription deBmall (Preitner et al.,
2002; Trigueneaux et al., 2004) (Figure 4, rectanegit).



A linverse, le géndRora, exprimé de facon cyclique, agit sur la boucle maligice principale

en activant la transcription dmall(Guillaumond et al., 2005) (Figure 4, rectangletiver

Il existe aussi de nombreuse@gulations post-traductionnellesdes protéines horloges de la
boucle moléculaire principale (phosphorylations M8yulations, ubiquitinations ...) (Figure
4, rectangle orange). Elles permettent d’assurénafec intracellulaire, la fonctionnalité et la
dégradation des protéines horloges qui sont cegipbur le fonctionnement de la boucle

moléculaire sur 24 heures (Takahashi et al., 2008).
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Figure 4 : Mécanisme de I'horloge moléculaire : Unkoucle de rétrocontrble moléculaire et des
boucles secondaires qui permettent les régulatitmsiscriptionnelles et traductionnelles.
Représentation des événements moléculaires danscelde. La boucle d’autocontrble est
représentée dans le rectangle bleu, les bouclesd@ices a la base des mécanismes de régulations
transcriptionelles sont dans le rectangle vertded régulations post-traductionnelles sont dans le
rectangle orange.

(d’aprés Ko et Takahashi J.S. 2006)



1.3.2) Redondance génétique

Chez les Mammiféres, il existe aussi de nombrexgmdances génétiquedans les

genes du mécanisme moléculaire de I'horloge. Lagrtudes genes horloges sont dupliqués
et sont redondants (eXCryl et Cry2 etc..), ainsi I'inactivation d’'un seul des dewngg n’a

souvent que peu d’effet sur le fonctionnement diexa Par exemple, I'analyse de I'activité
locomotrice indique que les souris invalidées plmsr deux gene€ryl et Cry2 (double
knock-out) sont arythmiques en DD, alors que lagis&nock-outuniguement pou€ryl ou
Cry2 ne le sont pas malgré le changement de périodelerfvBn der Horst et al.,, 1999)
(Figure 5). La perte de rythmicité en DD n’étansetvée que chez les animaux présentant
une inactivation des deux gern@sy, la présence d’'un des deux géenes est donc suéigaar
maintenir un fonctionnement rythmique, suggérametiondance partielle ent@ryl et Cry2

(van der Horst et al., 1999). De la méme mani@® différentes sourisnock-outdes genes
Period(1-3)montrent qu'il existe des redondances entre lesgfeerl, Per2, et PergBae et

al., 2001; Takahashi, 2004). A linverse, il existe analogue, de la protéine BMALL,

BMAL2, qui ne semble pas étre suffisant pour entmile mécanisme moléculaire de
I'horloge (Bunger et al., 2000; Kondratov et aD0B).
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Figure 5 : Exemple de redondance génétique obsemaes les génes Cryl et Cry2.
Les souris sauvage€ify1+/+Cry2+/+) ont une activité locomotrice circadienne en LzetDD. Les
sourisknock-outpour Cryl ou Cry2 ne sont pas arythmiques, mais leur période changeD. Elle

diminue chez les souri€ryl-/- et augmente chez les souf®y 2-/-. Lorsque les 2 genes sont
inactives, (souri€ry1-/-Cry2-/J les souris n’ont plus d’activité circadienne en DD.

(d’aprés van der Horst GT, 1999)



Pourquoi une telle redondance est-elle présentes da systeme moléculaire de
I'horloge ? Un élément de réponse est apportégdétouverte du gemdgpas2,un analogue
de Clock (Reick et al., 2001). La protéine NPAS2 peut sedliser avec BMAL1 en absence
de CLOCK, efactiver ensuite la transcription des geResetCry, la composante négative de
I'horloge. Ainsi, les souris ayant une invalidatidm geneClock (Debruyne et al., 2006) ou de
Npa (Dudley et al., 2003) conservent leur fonctionaeatmrythmique en DD, puisqu’un
phénomene de compensation du géene invalidé se nmefaee grace a son homologue. Par
contre, les souris invalidées pour les deux genadais ClocketNpas2,sont tres rapidement
arythmiques en DD (DeBruyne et al., 2007a), puiggcine compensation n’est possible.
Cette compensation entre les deux ge@ksk et Npas2est, cependant, particuliére. Des
études montrent que ces deux genes pourraient anaidle différentiel selon le tissu dans

lequel ils sont exprimés (DeBruyne et al., 2007a@Biyne et al., 2007b).

En résumé, chez les Mammiféres, le systéme circadi repose sur un support
géneétique. L'expression des génes horloges et leurgeractions forment une boucle
moléculaire d’autocontréle qui fonctionne sur 24 hares. La présence de boucles
secondaires et de redondances dans les genes hatogend ce mécanisme plus

complexe.

2) Une organisation complexe : une multitude d’oscillgeurs.

Chez les Mammiféeres, I'horloge moléculaire estrempe dans une multitude de
cellules, tissus et organes, responsables de tkexis de plusieurs oscillateurs, engendrant

une organisation complexe du systéme circadien.

2.1) Les noyaux suprachiasmatiques (NSC) : une looid centrale.

Chez les Mammiféres, I'horloge moléculaire est rempe dans les Noyaux
Suprachiasmatiques (NSC) de I'hypothalamus, corssdgomme le site de I'horloge centrale

du systéme circadien.
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2.1.1) NSC : Histoire et fonctionnement circadien endogéne

Depuis les années 1970, des expériences de I¢sloesles Mammiféres, ont permis
de mettre en évidence gentre rythmique considéré comme le site de I'horloge circadienne
situé dans lesoyaux suprachiasmatiques de I'hypothalamus (NSQ)Moore and Eichler,
1972; Rusak and Zucker, 1979) (Figure 6). La destm des NSC conduit a la perte de
différents rythmes physiologiques circadiens telge d'activité locomotrice (Rusak and
Zucker, 1979). A l'inverse, la greffe de neuronesNBC foetaux permet, aprés la lésion des
NSC, de restaurer le rythme locomoteur (Ralph aetntan, 1991)En 1990, Ralph et
collaborateurs apportera preuve de I'implication des NSC dans les rythpiggsiologiques
en démontrant que la période des rythmes en libmescest imposée par les NSC. Pour cela,
ils ont utilisé des hamsters homozygotes pour léaatimn du geneTau responsable de la
diminution de la période endogéne de l'activitéolmotrice (20,2h). Les résultats démontrent
gue la destruction de leurs NSC, suivi de la grddeNSC issus de foetus sauvages permet de
restaurer la période observée chez les animauxagasau24,1h) (Ralph et al., 1990; Ralph
and Menaker, 1988).

- -
o - '\-\\ .—‘-‘.r"‘—-—\..__‘_‘h-

Figure 6 : Localisation des noyaux suprachiasmatiggi chez un hamster.
V3 : F™ventricule, OC : chiasma optique ; NSC : noyauyxrachiasmatiques.

(d’apres Kriegsfeld and Silver, 2006)
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Depuis ces études pionnieres, il est bien étaldi chez de nombreuses espéces de
Mammiféres, les NSContrdlent et coordonnent de nombreuses fonctitiysiplogiques et
comportementales circadiennes (Hastings and He2f@l; Kriegsfeld and Silver, 2006).

D’autre part, les NSC ont un fonctionnement cireadintrinséque. En effet, cette
structure présenten-vivo, des activités cycliquesétabolique (Schwartz et al., 1980;
Schwartz and Gainer, 197 8lectrique (Inouye and Kawamura, 1979; Meijer et al., 1997) e
sécrétrice (Reppert et al., 1983; Schwartz et al., 1983). fbas, l'activité électrique
circadienne persistex-vivq sur tranches (Green and Gillette, 1982; Shibiagh ,€1982) ainsi
gue dans des neurones isolés issus des NSC (aly @097; Welsh et al., 1995). Cependant,
tous les neurones des NSC ne présentent pas uvieeantclique (Honma et al., 1998; Jobst
and Allen, 2002).

Plusieurs travaux montrenine corrélation entre I'expression des genes horleg et
I'activité électrique des neurones des NS(Kuhlman and McMahon, 2004; Quintero et al.,
2003). Par exemple, les souris doukeck-outpour les gene€ryl etCry2 (Cryl-/-Cry2-/-)
qui sont arythmiques en DD (cg figure 12), ont petd rythmicité circadienne de leur
fréquence de décharge (Albus et al., 2002).

2.1.2) NSC : une structure et un fonctionnement complexe.

2.1.2.1) Structure complexe.

Les NSC possédent une structure extrémement ceeiplhez les Hamsters, I'étude
des neuropeptides exprimés par les neurones desaNfe@nis de subdiviser ceux-ci en deux
sous-parties anatomo-fonctionnelles (Figure 7) :

* une partieventromédiane (VINSC)(ou « core »)constituée de neurones exprimant deux
types de neuropeptides : VIP (Vasoactive intestiqmptide) et GRP (Gastrin releasing
peptide). Cette partie est impliquée dans l'integredesignaux afférents

* une partiedorsomédiane (dmMNSC) (ou « shell »fonstituée de neurones exprimant

'AVP (Vasopressine) qui est a l'origine de la phert des signauefféerentsdes NSC.

12



Il semble que ces subdivisions, décrites chez Bwadters, sont présentes chez la majorité des
Mammiféres, mais elles ne sont pas forcement tosjoigoureusement les mémes selon

'espéce considérée.

3V

Figure 7 : Structure des noyaux suprachiasmatiques.

Les NSC sont subdivisés en deux parties : la pdoiisomédiane (dmMNSC) et la partie ventromédiane
(VINSC). A droite sont représentés les différeppes de neurones selon le peptide qu’ils contiernen
AVP = Arginine Vasopressine, GRP= gastrin releagi@gtide, VIP= vasoactive intestinale peptide.

2.1.2.2) Fonctionnement complexe.

2.1.2.2.1) Différences entre les parties ventratatorsales

Chez les Hamsters, les deux parties, dorsalesngtales des NSC, sont constituées de
deux populations de neurones possédant une acsigitéhrone soutenue par un réseau de
neurones gabaergiques (Albus et al., 2005) (Fig&e Cependant, I'activité électrique de
ces deux populations neuronales peut étre décqupiéetrant que ces deux populations
fonctionnent aussi de facon indépendante (Albual.et2005) (Figure 8 A). En effet, un
décalage de phase est observé entre les deux popsila@e neurones lorsque les parties
ventrales et dorsales des NSC sont séparées (éitahs 2005) (Figure 8B).

Ainsi, les parties ventrales et dorsales des NSCord deux structures
anatomiquement différentes. Ce sont également dessdilateurs indépendants dont
l'activité peut étre synchronisée. Ceci confere auNSC une structure complexe qui

présente une réalité fonctionnelle.
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Figure 8 : VINSC et dmMNSC 2 sous parties des NS@ escillateurs indépendants.

(A) Le graphe du haut montre qu’en condition staddes 2 populations de neurones sont synchrones.
Le graphe du bas indique qu’'un décalage de 6 helmes le cycle LD entraine un découplage des
neurones, identifiant 2 populations distinctes. I(B$ 2 parties VINSC (v) et dmMNSC (d) des NSC sont
séparees et refletent clairement un fonctionneieg@pendant.

(d’aprés Albus H, et al., 2005)

Bien que les parties ventrales et dorsales sogspbnsables d’une certaine complexité
anatomique et fonctionnelle dans les NSC, la pesseiautres oscillateurs au sein des NSC

ajoute un degré de complexité.

2.1.2.2.1) Oscillateurs du soir et du matin

Un modéle proposé par Pittendrigh en 1976 suppesistence de deux oscillateurs
circadiensun oscillateur du matin (M, "morning") entrainé par les transitions nuit/jour
et un oscillateur du soir (E, "evening") entrainé m@r les transitions jour/nuit (Pittendrigh,
1976). Cette hypothese provient, notamment, deséolation du dédoublement de I'activité
locomotrice, appelé phénomeéne de "splitting", laesges animaux sont placés en LL depuis
un certain temps. En réalité, le dédoublement oBsest principalement di a un découplage
de I'activité entre la partie droite et gauche N&C(de la Iglesia et al., 2000).
Cependant, I'hypothése de I'existence de deux lasmilrs E et M, chez les Mammiféres,
reste d’actualité et est renforcée par la décoawtgtleur existence chez les Drosophiles. En
effet, deux études récentes ont montré qaetiVité locomotrice bimodaledes Drosophiles,
c’est-a-dire ayant un pic d’activité a I'aube et eépuscule, est dépendante dierents

groupes neuronaux qui forment les oscillateurs B giGrima et al., 2004; Stoleru et al.,
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2005) (Figure 9). D’'un point de vue fonctionnels aieux oscillateurs sont couplés et sont
sensibles a la lumiére (Picot et al., 2007) (Fig@)e Ces travaux montrent, chez les
Drosophiles, que le systeme circadien est complege,il repose sur l'interaction de

différents groupes neuronaux.

LNv LNd
Oscilllateur Oscilllateur
DN du matin du soir
|_ Lumiére —p-
Activité Activité
——locomotrice locomotrice
de nuit de jour

[ Nuit Jou Nuit |

Ceryead

Figure 9: Représentation schématique du contrélesdactivités du matin et du soir chez la
drosophile.

Chez la drosophile, les neurones latéraux-venttabix) contrélent I'activité du matin, alors que les
neurones latéraux-dorsaux (LNd) contrélent I'atévtircadienne sur soir. La lumiére présente un
effet antagoniste sur les oscillateurs permettaatactivité locomotrice bimodale.

(adapté de Rouyer F, Med Sci 2005)

Chez les rongeurs, des oscillations de [I'activééctrophysiologique des NSC
comportant une composante du matin et une composknsoir, indiquant la présence des
deux oscillateurs E et M, ont été enregistréesitin-(Jagota et al., 2000), mais restent

controversées (Rohling et al., 2006).

En résumé, nous venons de voir que les NSC sont sa®rés comme le siege de
'horloge circadienne des Mammiferes. Le nombre ef’organisation des différents
groupes neuronaux ou oscillateurs indépendants aweim des NSC en font une structure

complexe, aussi bien d’'un point de vue anatomiqueug fonctionnelle.
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Bien que les NSC soient considérés comme I'horlog@rale des Mammiféres, ils ne sont

pas I'unique oscillateur circadien de I'organisme.

2.2) Organes périphérigues : une multitude d’osatkurs périphérigues.

2.2.1) Découverte des horloges périphériques

Depuis la fin des années 1990, plusieurs équip®s nwontré chez les
Mammiféres que, dans la plupart des structurebaas, hors NSC, les tissus périphériques
et méme les cellules isolées expriment I'horlogdémdaire. Des oscillations journaliéres
genes horloges ont été observéesijtro, dans des cultures de fibroblastes de rat, (Bdisal
et al., 1998), mais aussi-vivo, dans des tissus périphériques tels que le ®imuscle, les
reins, les poumons (Abe et al., 2002; Yamazaki.eR@00; Zylka et al., 1998). Ces travaux
suggerent que la plupart des cellules somatiqued dotées d’horloges circadiennes
moléculaires. L’ensemble de ces oscillateurs gésgmtent des oscillations journalieres des
genes horloges, en dehors des NSC, a été ndmn@ges périphériques,en opposition a
I’horloge centrale des NSC.

2.2.2) Mécanisme moléculaire des horloges périgbhés

s s 7

Le mécanisme moléculaire des horloges périphériquét® étudié, et indique que le
fonctionnement cyclique des oscillateurs périphérgy repose sur lenéme meécanisme
moléculaire que celui des neurones des NSC (Yagita et al1)200
Il existe cependant des différences subtiles degedeux types d’oscillateurs, centraux et
périphériques. En effet, le ge@dock et son homologuBlpas2n’ont pas la méme importance
dans le mécanisme moléculaire de I'horloge cenetaties horloges périphériques (DeBruyne
et al.,, 2007a; DeBruyne et al., 20076Jock semble étre indispensable dans le mécanisme

moléculaire du foie mais pas pour celui des NSC.

2.2.3) Propriétés des oscillateurs périphériques

Les études portant sur les oscillations d’expressies genes horloges dans les

cellules périphériques ont largement utilisé le gledle fibroblaste en culture (Balsalobre et
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al., 1998; Welsh et al., 2004). Elles confirment gquhaque cellule est dotée de sa propre
horloge circadienne moléculaire. A I'échelle d’'umelture, chaque fibroblaste oscille
indépendamment des autres, avec sa période pfogreentraine un aplatissement du rythme
a I'échelle de la culture entiere (Welsh et al.020(Figure 10). Toutefois, les fibroblastes
peuvent étre resynchronisées par difféerents fagtéels que le changement de milieu de
culture, I'ajout de sérum a ce milieu (Balsalobteale, 1998) ou encore une application de

glucocorticoides (Balsalobre et al., 2000).
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Figure 10 : Désynchronisation des fibroblastes emltares.

La luciférase est exprimée sous le contréle du ptear dePer2 et permet de suivre les oscillations
de ce gene. Une caméra photosensible permet listneagent d’'une seule cellule ou d’'un ensemble
de cellules. Dans les deux panneaux du haut, chaegjliide oscille de facon autonome pendant 11
jours. L'enregistrement de 25 cellules ou d'un chamtier (les 2 panneaux du bas) en méme temps,
montre que les oscillations sont amorties au be purs.

(d’apres Welsh DK, et al., Curr Biol 2004)

Outre les cellules isolées, un bon nombre de gigguiphériques, tels que le foie, le

rein, ou les poumons, présente aussi des osailfatauto-entretenues (Abe et al.,, 2002;
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Yamazaki et al., 2000; Zylka et al., 1998) (Figidg. Une récente étude a monte&;vivq
que les oscillations d’un certain nombre d’explagdstissus périphériques persistent aussi
longtemps que celles des NSC (Yoo et al., 2004mi@e a I'échelle cellulaire, a I'échelle
tissulaire, les horloges périphérigues nécessitent systeme d’entrainement et de
synchronisation des horloges. Ainsi, il a été mbrdueles NSC ont un role de chef

d’orchestre, synchronisant les différentes horlogegériphériques (Yoo et al., 2004).
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Figure 11: Oscillations d’explants de tissus péri@fiques.

Les tissus sont prélevés au moment de I'extinatiera lumiére. lls sont ensuite mis en cultureaet |
bioluminescence émise par le systeme Perl-lucdééeas enregistrée par un systeme d’acquisition.
L’ensemble des tissus enregistrés a un fonctionnemghmique autonome qui persiste plusieurs
jours.

(d’aprés Yoo S.H. et al., PNAS 2004)

En résumé, il existe des oscillateurs périphérigoeltulaires ou tissulaires qui présentent des
oscillations auto-entretenues. La capacité de eggptles cellules oscillantes observées dans
les NSC (Liu et al., 2007), responsable de la rezse de I'horloge des NSC, n’existe pas
dans les oscillateurs périphériques. Ceux-ci somtamés et synchronisés par différents

facteurs dont les NSC, qui jouent un réle important

Les découvertes des horloges périphériques ont peisrde montrer que le systéeme
circadien est complexe. Il repose sur la présence’'ude multitude d’oscillateurs

synchronisés par les NSC.
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2.3) Autres oscillateurs du systéme circadien

Il semble que le systeme circadien est encorequogplexe que ce que nous venons
de décrire. En effet, d’autres oscillateurs appanent indépendants des NSC et des génes

horloges existeraient et seraient responsable @omportement circadien.

2.3.1) L'horloge liée a I'alimentation

2.3.1.1) Activité locomotrice anticipatoire (FAA)

Chez de nombreuses d’especes animales, lorsqued’'aa la nourriture est limité a
guelques heures par jour, pendant plusieurs jdorganisme acquiert la faculté d’anticiper
'heure du repas. Ceci se manifeste par une faugmentation de I'activité locomotrice
juste avant I'heure du repas; il s’agit deckivité locomotrice anticipatoire de la
nourriture (FAA : Food Anticipatory Activity) (Mistlberger, 994). Chez les rongeurs,
cette FAA est indépendante de I'horloge centrale deNSC (Clarke and Coleman, 1986).
La FAA ne dépend pas non plus du cycle lumingteshihara et al., 1997). En effet, chez
des rats et souris arythmiques présentant unenlédimtérale des NSC, lythme journalier
d’activité locomotrice (FAA) peut étre restaurési les animaux sont soumis a un acces
contrélé a la nourriture (Marchant and MistlbergE997; Stephan et al., 1979) (Figurel?2).
Cette FAA est une activité basée surpunocessus rythmique robuste Des animaux soumis
successivement a une phase de restriction alimentauis & un acces permanent a la
nourriture @d-libitum), et enfin a une période de jeline, vont développer FAA lors de la
premiere phase, qui disparait progressivement pénidadeuxieme phase, mais qui est
restaurée a la méme heure que précédemment loystda (Clarke and Coleman, 1986;
Coleman et al., 1982; Ruis et al., 1989). Ce pmuesobuste montre qu’il existe dans le
systeme circadien ur®rloge liée a I'alimentation
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Figure 12 : La FAA est indépendante des NSC : Urcas limité a la nourriture restaure le rythme
journalier d’activité locomotrice d’animaux arythngjues.

Actogramme d’un rat ayant subi des lésions des NIE@st arythmique en condition d’accés
permanent a la nourriturad-libitum). Aprés quelques jours de restriction alimentéieprésenté par

le rectangle rouge), les animaux deviennent adifes les heures qui précédent l'arrivée de la
nourriture (représentée par le rectangle jaune).

(d’aprés Clarke JD et Coleman GJ, 1986)

2.3.1.2) Support anatomigque

Depuis plus de 30 ans, de nombreuses études @nedlisées pour identifier la
localisation anatomique de I'horloge liee a [lalmeion. Malgré les avancées, de
nombreuses controverses ne permettent pas de reettéidence sa localisation exacte.
Plusieurs hypothéses ont été émises : Est-ce wnese unique ? Est-ce un systeme multi-
oscillateur ?

Tout d’'abord différentes études ont montré quelenisysteme gastro-intestinal
(Davidson et al., 2003) ni 'hypophyse endocrin@ybson and Stephan, 1999), ne peuvent
étre le siege de I'horloge liée a I'alimentation.

Par la suite, des lésions d’'une multitude de sires du systeme nerveux central ont
éte réalisées au cours de ces 30 dernieres anhi@ss. I'Hypothalamus Ventro-Médian

(VMH) a d’abord été identifi¢ comme pouvant étrestaucture responsable de l'activité
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anticipatoire, chez les rongeurs (Inouye, 1982e¢er, 1980). Mais, des travaux plus récents
montrent que 5 a 9 semaines apres la lésion édaue des VMH, les rats retrouvent la
possibilité d’exprimer une FAA (Mistlberger and Re&chaffen, 1984). Par la suite, ces
résultats ont été confirmés par une étude effettaala fois des lésions électrolytiques
chimiques (Challet et al., 1997) excluant un roksemtiel des VMH dans I'horloge
alimentaire.

Plus récemment, des Iésions chimiques des noygprthllamiques Dorso Median
(DMH) ont révéle une diminution de la FAA, suggérgne ceux-ci peuvent étre le siege de
I'horloge alimentaire (Gooley et al., 2006). A Merse, une autre étude basée sur des lésions
des DMH par radiofréquence, montre qu’il n'y a ks perte complete de la FAA, mais
seulement une diminution (Landry et al., 2006). téssuiltats contradictoires issus de ces deux
études laissent en suspens le role éventuel des @avibl I'activité anticipatoire.

A ce jour, aucune étude de lésion d’une struatmigue n’a clairement provoqué la
perte de I'activité anticipatoire, suggérant quiecactivité pourrait étre contrdlée par I'action
combinée de plusieurs oscillateurs, dont les fonetiseraient redondantes. Malgré des
données contradictoires, plusieurs travaux monteetlors de la mise en place de l'activité
anticipatoire, différentes structures centrales smtiveées (Angeles-Castellanos et al., 2004;

Angeles-Castellanos et al., 2007; Inzunza et @D0O2

2.3.1.3) Support moléculaire : indépendance desgjbarloges ?.

Dans I'horloge centrale et les horloges périphérsy les mécanismes moléculaires
responsables des oscillations circadiennes sontdmanus, par contre ceux impliqués dans
'horloge liée a lalimentation font I'objet de ndmeux débats. En effet, trois études
différentes montrent que les gen€tock Npas2 et Cry(1-2) ne feraient pas partie du
mécanisme moléculaire de I'horloge alimentaire s @eis études montrent que les souris
inactivées pour chacun des genes, conservent l&Ar |Brsqu’elles sont soumises a une
restriction alimentaire (Dudley et al., 2003; lignet al., 2005; Pitts et al., 2003). A l'inverse,
les animaux mutés pourer2 ou knock-outpour Bmall perdent leur FAA en condition de
restriction alimentaire (Feillet et al., 2006; Fullet al., 2008). Ceci suggére gue ces genes
sont impliqués dans le mécanisme moléculaire santela FAA, mais sans dire s'’ils sont
essentiels. Cependant, ces deux études ne cont@akeavec une étude récemment publiée

montrant que d’autres animaux inactivés pour lemes&genes ont la capacité de conserver
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leur FAA (Pendergast et al., 2009; Storch and We@9). A ce jour, I'ensemble des études
réalisées ne permet pas de dire si le support maiée de I'horloge liée a I'alimentation
dépend ou non des génes horloges.

2.3.2) L'horloge liée aux méthamphétamines (MASCO)

La méthanphétamine est un agoniste catécholamierglne injection quotidienne
induit un comportement rappelant la FAA, l'activiigmentant dans les 2 heures suivant
l'injection et ayant lieu pendant plusieurs joughipata et al., 1994). L’activité locomotrice
induite par la méthamphétamine est également obsertiez les animaux présentant des
lésions des NSC (Honma et al., 1987; lijima et 2002). De plus, ce type de protocole
provoque une modification de I'expression des gémetoges Per(1-2) ; Bmall et Npa32
dans le striatum, et pas dans les NSC (lijima.e2802). L'ensemble de ces travaux montre
'existence d'un oscillateur circadien entrainé pas méthamphétamines (MASCO :
Méthamphétamine Sensitive Circadian Oscillator)deinors des NSC.

Peu de choses sont connues sur cet oscillatemnuent concernant sa localisation, et son
support moléculaire. Des études récentes réalishez des souris portants différentes
mutations des genes de 'horloge ou étant invadig#mur I'un de ce ceux-ci, montrent que
I'activité locomotrice induite par le MASCO n’esap affectée (Honma et al., 2008; Mohawk
et al., 2009). Ceci suggere que les genes horlogesnt pas impliqgués dans le mécanisme

moléculaire qui supporte le MASCO.

La découverte d’'une I'horloge liée a I'alimentationet d’'une horloge liée
aux méthamphétamines, en dehors des NSC, capables générer un fonctionnement
rythmique, montre que le systéme circadien ne repespas que sur les NSC et les
horloges périphériques. L’existence de ces deux Hoges, bien que mal caractérisées,
ajoute un degré de complexité a l'organisation du ysteme circadien. Le fait que
différentes souris portants des mutations des geneg I'horloge ou étant invalidées pour
'un de ce ceux-ci, conserve leur FAA ou l'activiténduite par le MASCO, souleve la

guestion de I'existence d’autres genes horloges.
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3) Entrainement du systéeme circadien.

En condition de « libre cours », les animaux anfanctionnement rythmique dont la
période n’est pas rigoureusement de 24 heures.dong® exposition a un cycle lumineux de
24 heures, I'horloge circadienne endogéne est eealheure quotidiennement par différents
donneurs de temps ou Zeitgeber (de I'allemand :Z€&mps ; Geben : Donner). Ainsi, le
systeme circadien est entrainé par différents dastkii permettant de fonctionner avec une
période de 24 heures et détre en parfaite adémuativec les variations de son
environnement. Les deux principaux facteurs cagatblentrainer le systeme sont la lumiére

et la nourriture.

3.1) Entrainement par la lumiere.

3.1.1) Exposition a la lumiére et décalages deamhas

Parmi les facteurs capables d’entrainer le systemmadien,la lumiére est le
Zeitgeber le plus puissantDans les conditions de vie naturelle, 'entraieatpar la lumiere
permet aux organismes de synchroniser leur formotiorent avec les variations de luminosité
externes, pour permettre une adéquation totale d\wwironement. Le mécanisme
d’'induction du systéme circadien par la lumiereivient lors d’'une exposition a la lumiere
pendant la phase d’obscurité et se traduit pamuedifications comportementales, adaptant
'organisme a son nouvel environnement luminewadaptation du comportement mesuré
par l'activité locomotrice, dépend du moment audeiebngeur a été exposé a la lumiére. Une
exposition qui a lieu en fin de nuit subjective, eratrainerun retard de phase c’est-a-dire
gue les jours suivants, l'activité locomotrice coemvera plus tard (Figure 13B). Si a
l'inverse, en fin de nuit subjective, le stimulusriineux entraine un@vance de phasecela
signifie que pendant les jours suivants, I'actiditdnmencera plus tét (Figure 13 C). Enfin, si
le stimulus lumineux a lieu pendant le jour subfeatela n’a aucun n’effet sur le
comportement locomoteur (Figure 13 A). On peutidirecer une courbe de réponse de
phasequi récapitule les déphasages observeés pourffésetits stimuli lumineux (Figure 13)
et témoigne d’'une remise a I'heure de I'horlogeldgmue, en réponse a la lumiére en

fonction du moment ou celui-ci est appliqué.
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Le décalage de phase, obtenus en réponse a unsitexpa la lumiére, témoignent de la
possibilité d'une remise a I'heure de I'horloge lb@que en réponse a un changement de

I'environnement.

A B c
I 1 t
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lumineux _D__' _r e
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Figure 13: Schéma représentatif de la courbe deapl réponse récapitulant les différents
décalages de phases observés pour chaque stimutagkux.

(A).Lorsque le stimulus lumineux (créneau lumineaxX)eu pendant le jour subjectif, aucun décalage
de phase n’est observé. (B). Quand le stimuluagsiqué pendant le début de la nuit subjective, on
observe une modification de la phase du rythmenmteur au cours des jours suivants, puisque
I'activité commence plus tard, ceci correspond aatard de phase. (C). Une exposition a la lumiére,
lors de la fin de la nuit subjective entraine lear$ suivants 'avancement du début de l'activité,
témoignant d’'une avance de phase.

(d’aprés Dardente H, et Cermakain N, Med Sci 2005)

3.1.2) Intégration et transfert du message lumineux

L’entrainement du systeme circadien par la lumfergrainement photique) nécessite
le systeme visuetle détection de la lumiere pkas photorécepteurs(cones et batonnets)
ainsi quele systeme non-visuelmpliquant les cellules ganglionnaires qui contiemt la
mélanopsine un photopigment différent des opsines du systeisiel (Hattar et al., 2003;
Panda et al.,, 2002c) (Figure 14A). D'un point dee vanatomique, certaines cellules
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ganglionnaires se projettent sur les NSC, partitipa la formation dutractus rétino-
hypothalamique RHT (Figure 14A) (Gooley et al., 2001; Hannibal ef 2002; Hattar et al.,
2002). D’'un point de vue fonctionnel, le RHT esvéae principale d’entrée de I'entrainement
photique. Sa destruction bloque I'entrainement’aivité locomotrice par la lumiére, chez
le hamster (Johnson et al., 1988). Les fibres dU0 Rkbjettent sur les neurones de la partie
ventro-latérale des NSC (van den Pol and Tsujimd885). Ainsi, lors d’'une stimulation
lumineuse, les fibres du RHT libérent principaletmdsux neurotransmetteurte: glutamate

et le PACAP (Hannibal, 2002) qui activent les neurones du vINB@ne part, le glutamate
augmente l'activité électrique des neurones des NS®leijer et al., 1993). D’autre part, la
libération des deux neurotransmettemmedule I'expression de certains géenes horloges
(Figure 14B).En effet, lexpression dé’erl (Shigeyoshi et al., 1997) et &er2 (Shearman et
al.,, 1997) est inductible par la lumiére durant ait subjective. Perl est induit
indifferemment durant toute la nuit subjective,ralquePer2n’est induit fortement que si le
créneau lumineux est présenté en début de nuiectivg (Albrecht et al., 1997). Ces génes
horloges seraient donc acteurs des décalages desplaservés en réponse aux diverses
stimulations lumineuses. Ceci est étayé par legadt les avances de phases induites par la
lumiéere sont perturbées chez des sdkmisck-outpourPerl.De méme, les retards de phases
induits par la lumiere sont perturbés chez desisounutantes pouPer2 (Albrecht et al.,
2001).

En conclusion, les gen&er (1-2)semblent étre impliqués dans les mécanismes dicn

et de synchronisation des NSC par la lumiere.

Il existe aussi ungoie indirecte qui conduit I'information photique de la rétinexau
SCN. Cette voie améne l'information photique derddéine aux feuillets intergéniculés
latéraux (IGL) (Hickey & Spear, 1976), qui projetteensuite sur les SCMa le tractus
géniculo-hypothalamique(GHT).
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Figure 14 : Intégration de I'information photique.

(A) Le systéme visuel de détection de la lumiére pacémes (C)et les batonnets (R), et le systeme
non visuel, impliquant la mélanopsine des celligaaglionnaires (G), sont donc complémentaires
pour I'entrainement des Mammiféres a l'alternanagadir et de la nuit. Les axones de ces cellules
ganglionnaires se projettent sur les NSC, en fotieatnactus rétino-hypothalamique (RHT) qui libére
du glutamate et du PACAP. (B). Ces deux neurotrettemrs agissent sur les neurones des NSC en
déclenchant les voies de signalisations intraceties, contrélant la transcription des genes hedog
PerletPer2 s.

(d’aprés Reppert SM et Weaver DR, 2002 et Cerlakia Sassonne-Corsi P 2002)

Les différentes voies d’'intégration de la lumiékecrites ci-dessus montrent
gue la lumiére est intégrée par les NSC, qui emggiar la suite différents signaux pour
réguler et synchroniser I'ensemble des rythmesiplogiques aux variations lumineuses de
'environnement. Un certain nombre d’études moritcgrune partie des signaux envoyes par
les NSC est d’origin@erveuse En effet, une grande majorité des fibres eff@emntes NSC
projettent dans la région médiane de I'hypothalaniies systéme nerveux autonome
(sympathique ou parasympathique) est 'une deg<itbes NSC (Bartness et al., 2001; Buijs
and Kalsbeek, 2001; Kalsbeek et al., 2000). Il €def par exemple, la sécrétion de
mélatonine par la glande pinéale. Cette sécrétimtieu que pendant la nuit, ce qui confére a
la mélatonine un rdle important dans le codage &efodimation temporelle et
environnementale. Ainsi, plus la durée de la nsiitt@ngue (photopériode courte, hiver), plus
la synthése de mélatonine est importante. Ce m&oaniest essentiel chez les espéces

saisonnieres puisqu’il renseigne sur la durée alas
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Les neurones neuroendocrinesont aussi une cible des NSC capables d’activer le
systeme endocrine (Kalsbeek et al., 2000; Van @ekEt al., 1997; Vrang et al., 1995). Leur
activation par les NSC suggére qu’une partie dgsasix émis par les NSC peuvent transiter
via le systeme endocrine Le VIP (Vasoactine Instinal polypeptide) et 'AVEArginine
Vasopressin), sécrétés par les deux subdivisiorss NIBC, semblent étre le support
moléculaire du signal temporel émis par les NSCr @ativer les neurones neuroendocrines
(Kalsbeek and Buijs, 2002; Van der Beek et al.,7499

Enfin, des facteurs diffusibles sont égalemerdériis a partir des NSC. Les libérations
de TGF-a (Kramer et al., 2001) et deK2 (Prokineticine 2) (Prosser et al., 2007pnt
notamment été identifiées comme ayant un réle teentrdle de l'activité locomotrice au

cours du cycle lumineux.

3.2) Entrainement par la nourriture.

Bien gu’elle soit le Zietgeber le plus puissant, la lumiere n’est pas le seul
synchroniseur de 'horloge circadienne, la nouretest aussi capable d’entrainer les rythmes
du systeme circadien. En effet, il a été montré lquesstriction temporelle de l'acces a la
nourriture (RF) entraine les oscillations de cadaihorloges périphériques (Figure 15). Dans
de telles conditionsyn découplage est observé entre I'horloge principal des NSC et
certaines horloges périphériquegDamiola et al., 2000; Hara et al., 2001; Stokkamle
2001) (Figure 15). Ainsi, les horloges périphérgééudiées suivent le rythme imposé par la
disponibilité alimentaire, alors que les NSC suitMerrythme imposé par la lumiere. Dans le
cas de I'horloge foie, il a été montré qu’il existiee certaine inertie avant son entrainement
par la nourriture (Le Minh et al., 2001). Cettertreeest imposée par I'horloge des NS@
les glucocorticoides (Le Minh et al., 2001). LesQN®nt donc un réle important de
synchronisation des horloges périphériques aveydi lumineux. Néanmoins, dans le cas
du RF, la nourriture est le synchroniseur majew lil@rloges périphériques. En résumé, ces
études montrant un découplage entre les horlogesates et périphériques indiquent que les
deux synchroniseurslumiére et nourriture, peuvent coexister indépendamment 'un de

'autre.
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Figure 15 : Entrainement de I'horloge hépatique p& nourriture

(A). Lors d'une restriction de la prise alimentapendant la phase de jour (daytime feeding),
I'expression des genes horlodesrl et Per2 dans les NSC est inchangée au cours du cycled@irta
(B) Dans le foie, lorsque l'alimentation est restre & la phase lumineuse (daytime feeding),
I'expression des génes horlog€e(1, Per2, Per3 et Crykst inversée.

(d’'aprés Damiola F et al., 2000)

Comme nous venons de le voir, il est bien étajulé la nourriture entraine certaines
horloges périphériques. Néanmoins, les signauxodéesde I'horloge alimentaire, capables
de synchroniser les horloges périphériques, restrobre a définir. Il est possible qu’un
certain nombre d’hormones, lieées au métabolismmeegitaire, tel que I'insuline, le glucagon
(Diaz-Munoz et al., 2000) ou encore la leptine (filez-Merlos et al., 2004), soient
impliquées dans la transmission de ces signauxlefgat, les métabolites eux-mémes
pourraient étre des signaux synchronisateurs. Aiasilucose, le cholestérol, les acides gras
sont autant de métabolites qui pourraient particgpkentrainement des horloges du systéme
circadien (Diaz-Munoz et al., 2000; Escobar etl#198).

En résumé, I'entrainement du systeme circadien rafte d’'un fonctionnement
complexe dans lequel coexistent plusieurs signauke signal lumineux qui permet
'adaptation de I'organisme aux variations lumineugs de I'environnement, ainsi que
nourriture qui permet I'adaptation de I'organisme aux disponibilités alimentaires, sont

les deux synchronisateurs ou Zeitgeber majeurs diystéme circadien.
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En conclusion, le systeme circadien des Mammiféresst un systeme complexe
contrélant un ensemble de rythmes biologiques varg Il est constitué d’'une multitude
d’oscillateurs autonomes dont le fonctionnement cyique repose, en partie, sur
'expression d’'une horloge moléculaire complexe. Delus, I'harmonisation de ces
oscillations implique I'intégration de différents sgnaux synchroniseurs.

L’activité locomotrice est la sortie de I'horloge qi a été la plus étudiée. Cependant, il
existe aussi a I'échelle de I'organisme un grand ntbre d’autres fonctions rythmiques
moins bien caractérisées. Ainsi, je focaliserai, ldeuxieme partie de cette introduction,

sur les pulsatilités du systéme endocrine.
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1) Les pulsatilités endocrines

Le systéme endocrineest 'un des deux principaux systemes de commtioicae
l'organisme, avec le systéme nerveux. Il contréle grand nombre de fonctions
physiologiques via des libérations d’hormones. L#part des hormones sont sécrétées de
facon pulsatile, c’est-a-dire avec une alternance de phase detm#tret d'absence de
sécrétion etrythmique puisque certaines de ces alternances ont un rytégdier. Les
rythmes sécrétoires sont présesis difféerentes échelles de temps. Il existe iggismes
journaliers de sécrétion d’hormones qui ont une période dienvi24 heures. Il existe
egalement desythmicités ultradiennes qui ont une période inférieure a 24 heures (sduven
de l'ordre de I'heure), et enfitles rythmicités infradiennesavec une période supérieure a 24
heureslLes caractéristiques de pulsatilité et de rythmidé sécrétoires sont déterminantes
pour le réle et I'efficacité d’action des hormonesPar exemple, la pulsatilité ultradienne de
sécrétion de I'hormone de croissance (GH : Grovattmione) par I’hypophyse est essentielle
pour la croissance et le métabolisme. Lorsque elasep rats hypophysectomisés sont soumis
a des infusions continues de GH, la prise de patids croissance osseuse de ces animaux est
beaucoup moins efficace que s’ils avaient recuiiestions pulsatiles (Clark et al., 1985).
De méme, dans la fonction de reproduction, la pilitéanfradienne de la LH est responsable
du déclenchement de I'ovulation. La fonctionnatigecette pulsatilité a suscité un fort intérét
en thérapeutique, puisque le développement ddube miontraceptive repose sur le maintien
artificiel d’'un taux constant de LH pour supprinedéclenchement de I'ovulation.

Les rythmes sécrétoires sont cruciaux pour le rolet I'efficacité d’action des hormones.
Il est donc nécessaire de connaitre les mécanismmas en ceuvre dans la régulation des

rythmes hormonaux.

Dans cette introduction, nous nous intéresserdiiy@ophyse antérieure (antéhypophyse)
une glande majeure du systeme endocrine. Cettelg@laonstitue un relais entre le systeme
nerveux central et les tissus périphériques (Figuee Elle libére plusieurs hormones de
facon hautement pulsatile et rythmique dans la circulation générale et elle contréle des
fonctions physiologiques diverses telles queniétabolisme (GH, ACTH, TSH) ou la
reproduction (PRL, LH, FSH). Ses sécrétions pulsatiles ontdioalité d’étre présentes sur

différentes échelles de temps : ultradienne, cietamk, et/ou infradienne.
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Quels sont les mécanismes qui participent au fonotinement pulsatile de I'nypophyse?

1) Différents types de pulsatilités contrélées par I'ipothalamus.

Quelles que soient leurs échelles de temps, ldsatiités hypophysaires sont
fortement gouvernées par la libération rythmiquee@ro-hormones hypothalamiques dans le
systeme porte hypothalamo-hypophysaire (GuilleradQ5) (Figure 16). Différentaseuro-
hormones hypophysiotropessont sécrétées, par les neurones hypothalamiglzes le
systeme porte hypothalamo-hypophysaire, et régldsrdécrétions antéhypophysaires.
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Figure 16 : Anatomie de I’hypophyse et du systénoet@ hypothalamo-hypophysaire.

Les neurohormones hypothalamiques régulant lestidns des hormones antéhypophysaires (ou
hypophyse antérieure) sont libérées au niveauéaifence médiane du systeme porte hypothlamo-
hypophysaire. Ce réseau sanguin irrigue I'antéhlgpe@ ou il collecte les hormones (ACTH, GH,
PRL, TSH, FSH LH) et les draine ensuite dans leutation générale.

(Physiologie Humaine, Vander, 4ieme édition)
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Dans le complexe hypothalamo-hypophysaire, iltexgdusieurs axes endocrines qui
dépendent des neuro-hormones hypothalamiques ébde®nes antéhypophysaires mises en
jeu ainsi que des fonctions contrélées (Figure 17).

Les neuro-hormones hypothalamiques ont la capaietiver ou d’'inhiber les sécrétions
hypophysaires, et de contrbler ainsi les rythmes pldsatilités sécrétoires, sur difféerentes
échelles de temps ; circadiennes (autour de 24eRpunltradiennes (inférieur a 24 heures),

indradiennes (supérieur a 24 heures).

Axe Axe - Axe Axe  Axe ]
gonadotrope somatotrope thyréotrope lactotrope - corticot
]GnRHI |GHRH| | ss | TRH & oa [ | CRH
@ G.) e Antéhypophyse @ e @
FSH Hormone TSH Prolactine ACTH
3: de croissance

LSl O
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:progestérone térone | |

Figure 17 : Représentation des différents axes hiyfadamo-hypophysaires et périphériques.

Les neuro-hormones hypothalamiques contrélentdestions des hormones hypophysaires. Celles-ci
agissent en périphérie sur un grand nombre d’osganeontrélent de nombreuses fonctions. Plusieurs
axes hypothalamo-hypophysaires sont définis suikenfonctions qu’ils contrélent et les hormones
impliguées. L'axe gonadotrope contrdle la reproiductl'axe somatotrope contrdle la croissance et le
métabolisme, I'axe thryréotrope et I'axe corticpointerviennent dans le métabolisme, enfin I'axe
lactotrope contrdle la lactation.

(Physiologie Humaine, Vander, 4ieme édition)
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Par exemple, la sécrétion d’ACTH (Adreno-CorticoTropin Hormone)arp
'antéhypophysesuit un rythme journalier (Figure 18).Cette sécrétion est régulée par la
CRH (Corticotropin-Releasing Hormone), une neurocifane synthétisée dans des noyaux
paraventriculaires (PVN) de I'hypothalamus, et lde&dans le systéme porte hypothalamo-
hypophysaire, avec un rythme journalier. L’ACTH trélte ensuite la libération journaliere de
glucocorticoides par le cortex surrénalien (FigLv@ (Ixart et al., 1977). Cette rythmicité
journaliére de I'axe corticotrope a un role essnttn effet, ces sécrétions se caractérisent
par un pic majeur de libération au moment de lasiteon jour/nuit. Cette rythmicité constitue
une réponse anticipatoire sur la période d’actiat&enir. Le fort taux de corticostérone
sécrétée, a ce moment de la journée, permet undisatibn accrue des réserves énergétiques
pour faire face a I'éveil (Challet et al., 1995;rhtink et al., 1994).

Le rythme journalier de TACTH est également conse/é en obscurité constante
(DD) (Szafarczyk et al., 1979). Ceci suggere que leeiéa d’ACTH pourrait étreontrolée
par I'horloge circadienne des NSCEn effet, la Iésion des NSC fait perdre sa rytit@ia la
sécrétion d’ACTH (Szafarczyk et al., 1979) maissaue corticostérone (Szafarczyk et al.,
1981). Ceci s’explique par I'existence de connegi@mtre les neurones des NSC et les
neurones a CRH des PVN de I'hypothalamus (Buig.etl993). La libération d’AVP par les
terminaisons des NSC a proximité des neurones a @Rirtait avoir un réle dans le controle

des sécrétions circadiennes de I'axe corticotréadspeek et al., 1992).
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Figure 18 : Sécrétion circadienne de I’'ACTH par lidéhypophyse, chez un rat.
Chez un rat nocturne, la libération d’ACTH est massu moment de la transition jour / nuit.

(d’aprés Szafarczyk A., 1974)
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Un autre exemple est celui de la sécrétion d’hoende croissance (GH). Cette
hormone est sécrétée par I'antéhypophyse ameprofil ultradien , caractérisé par des pics
de libération toutes les 2 a 3 heures (Tannenbauhivartin, 1976). Ce rythme ultradien est
essentiel pour I'efficacité d’action de la GH (Haat al., 1985). Le rythme ultradien de la GH
fait aussi intervenir deux neurohormones hypothajags. L'interaction de ces deux
neurohormones fait partie des moteurs de la piligaitle la GH. Le GHRH (Growth
Hormone Releasing Hormone) active la sécrétion He & le SRIH (Somototropin Release
Inhibiting Hormone ou somatostatine) I'inhibe. Cdsux neurohormones sont libérées de
facon pulsatile et antiparalléle dans le systénreepdoypothalamo-hypophysaire (Plotsky and
Vale, 1985; Tannenbaum and Ling, 1984) (Figure 18®s modéeles cellulaires montrent que
ces libérations, en opposition de phase, pourrdigetdues a un réseau de communications
nerveuses dans I'hypothalamus, dans lequel lesonesrSRIH inhiberaient l'activité des
neurones GHRH (Bertherat et al., 1995; Lanneau.,e2@00). Ainsi, au départ, la sécrétion
de GH pourrait étre activée par l'arrivée massive @HRH, dans le systeme porte
hypothalamo-hypophysaire. Lorsque la GH plasmatigitieint un certain seuil, elle agirait
par un rétrocontrble positif sur la sécrétion dmatmstatine qui inhiberait alors I'activité des
neurones GHRH et donc la sécrétion de GH, pendaritom 3 heures. La levée de ce frein
permettrait & nouveau une libération massive dg\@Belgner et al., 1998) (Figure 19A).

La sécrétion de GH, en plus de sa plusatilité dikrane, possede également une composante
journaliére. La fréequence des pulses est augmeetédant la nuit (Clark et al., 1987; Davies
et al.,, 2004). Cette augmentation est directemeliter au sommeil. En effet, la GH est
sécrétée majoritairement lors du sommeil proforatactérisé par une actvité électrique

cérébrale constituée d’ondes lentes (Gronfier arshdenberger, 1998; Gronfier et al., 1996).
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Figure 19 : Régulation de la pulsatilité ultradierende la GH par les rythmes hypothalamiques.

A Représentation schématique des voies de sigtiatisde I'axe somatotrope permettant la sécrétion
ultradienne de I'hormone de croissance.

B. La pulsatilité ultradienne imposée par les kténs antiparalléles de SRIH et GHRH dans les
systémes porte hypothalamo-hypophysaires cheztunala. Le GHRH et SRIH sont mesurés dans le
sang porte, et la GH dans la circulation générale.

(D’apres Wagner C et al., Am J Physiol 1998)

Une des caractéristiques de la pulsatilité deHaeGt son évolution au cours de la vie.
Chez les rongeurs, rats et souris, les nouveauypmddentent un fort taux de GH qui décline
pendant les premiéres semaines. Ces changemeatemijgagnent d’'une diminution de la
sensibilité des cellules GH a la GHRH et d'une aegtation de la sensibilité a la
somatostatine. Pendant la période pubertaire,de@teén de la GH est maximale (Gabriel et
al., 1992), puis elle diminue progressivement aidge et perd son fort caractére pulsatile
(Kuwahara et al., 2004) (Figure 20). D’'une partiecbaisse de sécrétion de la GH est reliée a
I'altération des terminaisons nerveuses des near@iRH (Alonso et al., 2007), et d’autre
part, elle est aussi liée a la perte de pulsatdtté la diminution de la durée des interpics

présents dans la sécrétions de GH (Dhir and Sh&1a3).
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Figure 20 : Evolution de la sécrétion de GH aveéde, chez le rat.
La pulsatilité est forte lors de I'dge adulte (3isnopuis elle diminue progressivement avec I'age.

(d’aprés Kappeler L et al., 2004)

Enfin, le dernier exemple est celui de la sécrétle LH. L’antéhypophyse sécréte la
LH (Luteinizing Hormone) avec umythme infradien (Figure 21). La sécrétion de LH
possede aussi une composante journaliere corrglégcée lumineux (Christian et al., 2005),
mais qui n'est pas la composante majeure pouridadité d’action de la LHC'est la
rythmicité infradienne qui est cruciale pour la fonction de reproduction, puisqu’elle
contrble la phase d'ovulation chez les femelledteCgécrétion infradienne est contrélée par
la GnRH (gonadolibérine), une neurohormone hypathajue, libérée de facon rythmique
dans le systeme porte hypothalamo-hypophysaireoats du cycle ovarien (Clarke et al.,
1989; Moenter et al., 1991). Jusque tres récemntesgécrétion rythmique de la GnRH était
connue pour étre régulée par le taux d’cestrogénelant, produit par les ovaires. Lorsque es
follicules ovariens sont matures, le taux d’cestnegequ’ils produisent est élevé ce qui
enclenche la phase d’ovulation. Le fort taux d’oggne déclenche la sécrétion de GnRH qui
stimule la sécrétion de LH (Petersen et al., 20G8pendant, en 2003, une avancée des plus
importantes depuis 30 ans a été realisée dans rieaide de la reproduction, avec la
découverte d'un nouveau neuropeptid&Kisspeptine (Kp) (de Roux et al., 2003; Seminara
et al., 2003). Le Kp est wstimulateur puissant de I'axe gonadotropell agit en amont des
neurones a GnRH et stimule la libération de GnRigagtconséquent de LH (Smith et al.,
2006b). Le Kp peut aussi agir directement sur éagpophyse pour stimuler la sécrétion de

LH (Gutierrez-Pascual et al., 2007). De plus, thbke qu’il existe un lien anatomique entre
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les neurones a Kp de 'AVPV et les NSC (Smith et 2006c), suggérant que la libération
rythmique de LH par I'antéhypophyse pourrait autse régulée par I'horloge circadienne.
Ceci est d’autant plus probable que des expériatedssion des Noyaux Suprachiasmatiques
révelent une altération de la sécrétion infradieded.H (Brown-Grant and Raisman, 1977;

Ronnekleiv and Kelly, 1988; Wiegand et al., 1980).
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Figure 21 : Sécrétion infradienne de la LH par I'aBhypophyse, chez une ratte.
La sécrétion de LH par I'antéhypophyse présenteytiime infradien qui permet le déclenchement de
la phase d’'ovulation au cours du cycle ovarien.

(d'aprés Fink G, 1988)

En résumé, I'’hypophyse a un fonctionnement pulsasl et rythmique. Elle sécrete
ses hormones sur différentes échelles de temps, ne&si chacune d’entre elles possede
une composante circadienne. Les différentes rythnii€s sécrétoires sont principalement
gouvernées par I'hypothalamus, qui libere différenés neurohormones dans le systéme
porte hypothalamo-hypophysaire. Cependant, il exigt d’autres meécanismes qui

participent au fonctionnement rythmique de I'antéhypophyse.
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2) Mécanismes intrinseéques a I’hypophyse.

2.1) Un fonctionnement pulsatile autonome.

Plusieurs séries d’expériences-vivo et in-vitro ont montré qu’il existe un
fonctionnement rythmique propre a I’hypophyse.
En effet, la persistance de sécrétions hypophysail@es que I'hnypothalamus ne peut plus
assurer de controle sur la glande, a pu étre nmisévielence par des expériences de greffes
ectopiques. Plusieurs équipes ont ainsi montréengugreffe d’antéhypophyse sous la capsule
rénale d’'animaux hypophysectomisés restaure la&epoésdes hormones circulantes (Bridges
and Millard, 1988; Krieg et al., 1989; Peng et 4P69). Cette greffe semble méme étre
bénéfique pour la croissance, lorsqu’elle est séalisur des souris mutantes naines ayant une
déficience antéhypophysaire (Bouchon and Ropaf@84)l Dans le cas de la prolactine
(PRL), la sécrétion du greffon isolé du systemecuksre hypothalamo-hypophysaire, est
variable au cours du temps (Shin and Reifel, 198&)taux plasmatique de prolactine chez
ces animaux montre clairement un profil pulsatiéspntant des phases de sécrétions environ
toutes les 20 minutes (Shin and Reifel, 1981). @eervationsin-vivo, font de I'hypophyse
un oscillateur autonome, et suggerent la préserige sgysteme rythmique inhérent a
'antéhypophyse, permettant des phases régulieessétrétion, indépendamment de
I’hypothalamus.

La capacité intrinseque de I'antéhypophyse a libges hormones de facon rythmique
a été également observidevitro. Des hémi-hypophyses de singes, périfusées emabsie
tout facteur hypothalamique, sécrétent de la ptoleqPRL) et de I'hormone de croissance
(GH) de facon variable au cours du temps (Stewaat.£1985). La sécrétion de GH semble
étre relativement organisée puisque qu’elle présené rythmicité ayant une période égale a
20-30 min (Stewart et al., 1985) (Figure 22). Lubation dans des conditions similaires de
fragments d’antéhypophyse de rats permet aussisea @m évidence de la libération pulsatile
d’hormone de croissance (Perez and Hymer, 1990). digeurs observent cependant des
différences de sécrétion en fonction des régiomsgpe seuls les fragments dorsaux-caudaux
semblent capables de sécréter 'hormone de factnimigue (Perez and Hymer, 1990),
suggérant ainsi qu'il y ait un centre rythmiquedlise dans cette partie de la glande. Enfin,
d’autres rythmicités antéhypophysaires plus lentesnme celle de la LH (Lutéinisante
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Hormone) ou de I'ACTH (AdrenoCorticoTropin Hormonejt également été observés in-

vitro, sur des hypophyses de souris et d’humaimsr{@acciani et al., 1987a; Gambacciani et
al., 1987b; Lewy et al., 1996).

L’ensemble de ces travaux montre que I'hypophysesgae des mécanismes intrinséeques

responsables des pulsatilités endocrines.
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Figure 22 : Pulsatilité hypophysaire autonome dedéacrétion d’hormone de croissance.
Libération pulsatile de la GH par des hémi-hypojisyde singes incubémsvitro. L'antéhypophyse
sécrete I'hnormone de croissance de facon rythmauautonome en absence de toute stimulation
hypothalamique.

(d’aprés Stewart JK et al, 1985)

2.2) Mécanismes intracellulaires participant aux [satilités hypophysaires.

2.2.1) Au niveau cellulaire.

Depuis de nombreuses années, les variations deemation de calcium intra-
cellulaire sont connues pour étre a la base duepindecouplage stimulation-sécrétion
dans les cellules nerveuses et neuroendocrinesg(@nul968). Une stimulation électrique
des cellules entraine I'ouverture des canaux oaGiqvoltage dépendants, générant une
augmentation massive de la concentration calcigtra-cellulaire ([C&Ti) responsable du
processus d’exocytose. Ce mécanisme est égalen&mnnjeu dans des cellules endocrines

depuis gu’'un certain nombre de travaux ont mom&rénature excitable des cellules
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endocrines (Poulsen and Williams, 1976; York et al., 1971)rnpialesquelles les cellules
antéhypophysaires (Schlegel et al., 1987; Stojitkewd Catt, 1992). Les études concernant
les mécanismes de l'activité électrique et desaigrncalciques des cellules hypophysaires
montrent que ces cellules présentent des variasipastanées de la [C#i, dues a l'activité
électrigue (Kwiecien and Hammond, 1998; Schlegelakt 1987). Ainsi, les dallules
endocrines antéhypophysaires liberent leur contenuhormonal par un processus
d’exocytose dépendant d'une augmentation de la [C§i due & lactivité électrique
(Schlegel et al., 1987; Tse et al., 1993). Cedlations spontanées de la [Ch peuvent étre
régulées par différents signaux, dont les factdwpothalamiques, qui agissent sur la
fréquence et 'amplitude des signaux calciques t(€@uét al., 1992; Guerineau et al., 1991;
Stojilkovic and Catt, 1992). Ainsi, l'activité sétoire des cellules isolées de I'antéhypophyse
antérieure est activée ou inhibée par une augnemtati une diminution de la fréquence de

I'activité calcique.

2.2.2) Au niveau tissulaire

Des enregistrements sur tranches aigués d'hypoplpgsmettant d'enregistrer les
variations de [CH]; associées a l'activité électrique, tout en présgrVarchitecture générale
de la glande ont aussi été réalisés. lls metterdvatence un@rganisation temporelledes
signaux calciques au sein du tissu antéhypophyBainmefont et al., 2000). L’enregistrement
de plusieurs dizaines de minutes permet d’obsemuer I'activité calcique spontanée
s'organise emouffées rythmiques,dans au moins trois types de cellules endocriR&d_(
GH, ACTH) (Figure 23), et ce, en réponse a unerasgdion similaire des signaux électriques
(Bonnefont et al., 2003; Bonnefont et al., 2000)e [plus, des sécrétagogues
hypothalamiques peuvent moduler les durées relatives des phaaesvdé et de repos des
cellules(Bonnefont et al., 2000).

Ainsi, au sein du tissu hypophysaire, I'activitdcague spontanée est définie par un profil
temporel en bouffées finement régulée par les s#Egogues hypothalamiques

indépendamment d’'une modulation de la fréquencaghal.
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Figure 23: Enregistrement de [lactivité calciquepsntanée de différents types -cellulaires
endocrines, réalisés sur tranches aigues d’hypophys

Les cellules lactotropes (PRL), somatotropes (GtHjoeticotropes (ACTH) présentent une activité
calcique spontanée rythmique au cours du tempsfeous de bouffées.

(d’aprés Bonnefont X et al ; Endoc 2000)

2.3) Mécanismes intercellulaires participant auxcétions hypophysaires

L’antéhypophyse est un tissu présentant une aathie hétérogene. Elle est formée
d’'un assemblage de « cordons cellulaires » ensguids passent les capillaires du systeme
porte hypothalamo-hypophysaire. Les cellules endesrse répartissent a l'intérieur des
cordons, et sont intercalées avec des cellulesendoerines : les cellules folliculostéllaires
(FS) qui présentent de longs prolongements cytoptpges (Baker et al., 1974). Bien que le
parenchyme hypophysaire semble hétérogene, I'aptfiimnyse présente une activité
sécrétoire pulsatile autonome (voir 2.1). Ceci suggqgu’en plus des mécanismes calciques
intracellulaires (voir 2.2), il y ait desnécanismes intercellulaires qui contribuent a
organiser l'activité des cellules endocrines etaamoniser les libérations hormonales afin
d’induire des sécrétions pulsatiles a I'échelléadglande entiere.
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2.3.1) Communications intercellulaires paracrines.

Des communications paracrine®nt été mises en évidence et semblent participer au
fonctionnement pulsatile de I'hypophyse (pour reyDenef, 2008)). Ces communications
sont des communications locales : des facteurséscipar une cellule agissent sur les
cellules avoisinantes.

En effet, le groupe de Carl Denef a montré I'impode des facteurs paracrines dans les
réponses cellulaires, a partir d’'une approche éxygértale d’agrégats reconstitués de cellules
hypophysaires. lls montrent que des agrégats rétgs de cellules gonadotropes (FSH et
LH) répondent moins bien a une stimulation par tRE hypothalamique, que des agrégats
reconstitués a partir de cellules gonadotropesaetirgs types cellulaires endocrines ou non
(cellules FS) (Denef et al., 1980). Ces travauxgsugnt que des signaux provenant des
cellules non-gonadotropes participent directemenindirectement a la réponse des cellules
gonadotropes, mettant en jeu desnmunications paracrinesdans lesquelles les cellules FS
ont un réle important (Baes et al., 1987). Paruides une centaine dacteurs paracrines
pouvant agir sur l'activité des cellules endocrinegehypophysaires ont été mis en évidence
(Denef, 2008) (Figure 24). On trouve des facteals que les facteurs peptidiques (Houben
and Denef, 1994), les cytokines, et les facteursrdesssance (Ray and Melmed, 1997), les
facteurs autocrines (activin, follisatatin) (Knighi996), hormonauxaMSH) (Zheng et al.,
1997) ou encore 'ATP (Nunez and Frawley, 1998)Jeetmonoxyde d’'azote (NO) (Kato,
1992)...etc. Ces signaux, libérés en majeure paatidgs cellules FS agissent localement sur
les cellules voisines et contribuent a synchronisefonctionnement pulsatile des cellules

endocrines (Schwartz and Cherny, 1992).
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Signalling molecules

Neurotransmitters
Acetylcholine
GABA

Purines
ATP, ADP

Arginine derivatives
Nitric oxide
Agmatine

Fatty acid derivatives
Prostanoids
Anandamide
2-arachidonoylglycerol

Retinoic acid

Neuropeptides
Vasoactive intestinal peptide
Galanin
Gastrin-releasing peptide
Neuromedin 8
a-melanocyte-stimulating hormone
y-melanocyte-stimulating hormone
fi-endorphin
N-pro-opiomelanocortin
Enkephalins
Dynorphin
Nueropeptide Y
Substance P
Neurokinin B
Neuromedin U
Neurotensin
Vasopressin
Oxytocin
Delta-sleep-inducing peptide
Vascular growth factor peptides
Calcitonin
Calcitonin-R-stimulating peptide
Calcitonin gene-related peptide
Intermedin

Orexin B
Neuropeptide B
Neuropeptide W
Apelin
26Rfa
Hormones and derivatives
Growth hormone
Prolactin
Cleaved prolactin
Glycoprotein hormone x-subunit
Growth factors
Fibroblast growth factor (FGF)-2, FGF-4, FGF-8
Epidermal growth factor, transforming growth factor-z, neuregulins,
Insulin growth factor (IGF)-I, IGFI
Nerve growth factor, glial cell line-derived neurotrophic factor
Transforming growth factor (TGF)-f1, TGF-f3, Activins, Inhibin,
Bone morphogenetic protein (BMP)-2, BMP-4
Pancreatitis-associated protein
DII1, DII3, DIk
Cytokines
Interleukin (IL)-1, IL-2, IL-6, IL-10, IL-11, IL-12
Leukaemia-inhibitory factor, interferon-y, tumour necrosis factor-u, vascu-
lar endothelial growth factor,
Angiopoietins
Migration inhibitory protein, ciliary neurotropic factor, oncostatin M,
Leptin
Tissue factors
Insluin frowth factor-binding proteins
Follistatin, Noggin,
Interleukin-1 antagonist
Annexin 1
Adiponectin
Adiponutrin
Resistin

Adrenomedullin, proadrenomedullin N-terminal 20 peptide

Atrial natriuretic peptide

B-type natriuretic peptide

C-type natriuretic peptide
Angiotensin Il

Gastrin

Endothelins

Thyroid-releasing hormone
Gonadotrophin-releasing hormone

Growth hormone-releasing hormone

Somatostatin
Corticotrophin-releasing hormone
Urocortin

Urocortin I

Prolactin-releasing peptide
Ghrelin

Cocaine and amphetamine-regulated transcript
Orexin A

Figure 24 : Tableau répertoriant I'ensemble des faars paracrines de I'antéhypophyse.

(d’aprés Denef C, J Neuro 2008)
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2.3.2) Communication intercellulaire par un coupl&tectrigue.

Des études, basées sur des cultures de cellutkscrares antéhypophysaires, ont
démontré la présence fimctions communicantesentre les cellules endocrines d’'une part et
d’autre part entre ces cellules endocrines etd#ales FS (Guerineau et al., 1997; Morand et
al., 1996). Au sein de l'antéhypophyse, des étudsdisées sur des tranches révelent
'existence des jonctions communicantes impliqudaas la synchronisation de l'activité
spontanée de petits groupes de cellules endoci@eghénomeéne existe hotamment entre

cellules somatotropes voisines (Guerineau et @88) (figure 25).

F/Fmin

- T T T L
0 0.5 1 1.5 2 25
time (sec)

Figure 25 : Exemple d'un enregistrement de I'actiicalcique spontanée de plusieurs cellules

maintenues dans leur environnement tissulaire.
Les cellules 4 enregistrées forment un groupe delee juxtaposées (photo du haut) qui présentent

des variations synchrones de la TQia La présence de jonctions communicantes surcedisles
participe au couplage entre ces cellules.

(d’aprés Guérineau N et al., JBC 1998).

De telles jonctions communicantes impliquées dansynchronisation de cellules
endocrines pourraient étre présentes dans I'engeteisl glandes du systeme endocrine.
Il a notamment été montré dans le pancréas qupdetsons communicantes permettent une
sécrétion concertée des cellules endocrines. Eat, dd pancréas libere de Il'insuline en

réponse aux variations du taux de glucose plasmatigjinsi, lors d'une augmentation de la
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glycémie, le pancréas libere massivement et efficent I'insuline. Les cellule
pancréatiques, contenues dans les flots de Langhseasynchronisent et permettent ainsi une
sécrétion concertée (Gylfe et al., 1991; Tenghahah @ylfe, 2009). Cette coordination entre
les cellules est rendue possible pam couplage de lactivité électrique (couplage
électriqgue) di a la présence de jonctions communicantes Estieellules faisant intervenir

notamment la connexine 36 (Serre-Beinier et aDO20

Dans I'hypophyse, le couplage des cellugsdes jonctions communicantes pourrait
aussi participer a I'élaboration d'une réponse &éae coordonnée. Cependant, ce
mécanisme n’est peut-étre pas le plus importargesu de I'hypophyse, puisqu’il reste tres

localisé.

2.3.3) Communications intercellulaires organiséesiseau.

2.3.3.1) Réseau excitable de cellules follicidibaires

Nous avons vu précédemment que le parenchyme ymajghysaire contient des
cellules non-endocrines : les cellules FS qui pigent notamment aux communications
paracrines. Au sein du parenchyme hypophysairecédiales FS s’organisent formaah
réseautridimensionnel dans les mailles duquel sont situées les cell@heocrines (Vila-
Porcile, 1972). Les cellules FS communiquent eeallies et avec les cellules endocrines via
des jonctions communicantes (Morand et al., 199§;e$ al., 1997). Comme pour les cellules
endocrines, les cellules FS sont des cellules @&xei$, douées d’'uractivité électrique et
calcique spontanégFauquier et al., 2001). Ainsi, la configuratiom Eseau et le caractére
excitable de ces cellules FS leur permet de prapdgevagues de signaux calciques a
longue distancequi traversent la glande de part et d’autre (Feaurcet al., 2001) (Figure 26).
Ce réseau de communication a longue distance popagiciper a la synchronisation de
I'activité des cellules endocrines, nécessair@lalboration des pulsatilités hormonales, et ce,

méme lorsque la glande est isolée.
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Figure 26 : lllustration de la propagation de sigmx calciques, a longue distance, au sein de
I'antéhypophyse.

A. Une tranche coronale d’hypophyse est mainterauedps fils de nylons (traits noirs). Les 2 points
rouges permettent d’identifier la position des ttetes de stimulation. B. Les variations de [¢ta
ont été enregistrées dans 5 cellules différentdéa dene identifiée par un cercle en A. Une stirioia
électrique réalisée a la 75eme seconde de l'etregient entraine de fagon synchrone une
augmentation de la [C§i dans les 5 cellules en méme temps.

(d’apres Fauquier T et al, PNAS 2001)

2.3.3.2) Réseau fonctionnel de cellules endesrin

De la méme facon qu’il existe une organisatiortigfgafonctionnelle des cellules FS,
I'étude tridimensionnelle reléve également la pnésed’'unréseau de cellules endocrines,
somatotropes(GH), de part en part de I'hnypophyse (Bonneforalget2005) (Figure 27). Ce
réseau repose sur la présence de jonctions adégrentre les cellules GH (Figure 27) et
change d’organisation en fonction de la demandsemone. De plus, lorsqu’une stimulation
au GHRH est appliquée, ceci entraine I'apparitiervdgues calciques qui se propagent dans
certaines parties du réseau (Bonnefont et al., 2Qdarmonisation de l'activité des cellules
GH dans certaines parties du réseau contribue Iplexbant a optimiser la réponse de
I’hypophyse a la stimulation hypothalamique. Ceceésde cellules endocrines GH semble
donc étre un support de I'organisation des pulite la GH par I'hypophyse.

Pour le moment, cette étude sur les cellules GHaeseule étude publiée qui décrit
I'existence d’'une organisation en réseau tridimamselle des cellules endocrines. Il est aussi
possible que ce soit le cas pour d’autres typdsilaees endocrines, étant donné que les
autres hormones hypophysaires présentent ausssé&bestions pulsatiles. Au laboratoire,
'organisation spatiale des cellules ACTH et delutes a prolactine PRL, est en cours

d’étude. Il semble que I'organisation en 3 dimensiexiste aussi pour ces cellules. Ainsi,

46



'ensemble de ces travaux indique que I'hypophys lmu’hétérogene semble étre bien

organisée.

Figure 27 : Organisation tridimensionnelle du réseade cellules somatotropes (GH) au sein de

'antéhypophyse.

A., B., C., Les cellules GH taggées par la GFP &rmun réseau en 3 dimensions au sein de
'antéhypophyse. D. et E. Les images de microsc@péetronique montrent la présence de liens
étroits, entre les cellules du réseau, dus a desigms adhérentes identifiées par les fleches.

(d’aprés Bonnefont X et al, PNAS 2005)

En conclusion, bien que I'activité sécrétoire rytmique de I'hypophyse soit
largement soutenue par les facteurs hypothalamiqueselle possede aussi un
fonctionnement rythmique intrinseque. Ainsi, chaque cellule a un fonctionnement
électrique rythmique propre qui joue sur les sécrabns d’hormones. Ces rythmicités
cellulaires sont synchronisées au sein de la glanamtiére, par des communications
intercellulaires. L’ensemble des mécanismes éledajues intra et intercellulaires participe
ainsi aux pulsatilités hypophysaires, ceci n’exclutpas la participation d’autres

mécanismes de régulation dans le fonctionnement tytnique de I'hnypophyse.
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V) Problématique.

La rythmicité des fonctions biologiques est une posante essentielle de
'organisation des étres vivants. Chez les mammesferun grand nombre de fonctions
physiologiques et comportementales sont coordorsuresne échelle de temps de 24h par un
systeme circadien complexécf Il). Les sécrétions hormonales font partie gasametres
rythmiques de l'organisme. Nous avons vu précédeming@f Ill) que lI'antéhypophyse
sécrete ses hormones de fagcon hautemasttile et rythmique, avec des rythmes que I'on
retrouve sur différentes échelles de temps (GHrésién ultradienne, ACTH : libération
circadienne et FSH et LH : sécrétion infradienr@gtte pulsatilité antéhypophysaire est
cruciale pour l'efficacité d’action de ses hormoreps contrélent un grand nombre de
fonctions physiologiques. Dans ce travail, noushadons savoir, de maniere généraliele
systéme circadien, dans sa complexité, participe atfonctionnement pulsatile et
rythmique de I'antéhypophyse.

Certaines études ont déja pu montrer qu’il existéien entre I'horloge des NSC et la
sécrétion circadienne de I'ACTH par [Il'antéhypophy¢8zafarczyk et al., 1979).
Parallelement, le systeme circadien contréle alessifonctions non-circadiennes telles que le
rythme ultradien du chant des drosophiles (Kyriaanod Hall, 1980) ou le rythme infradien
de la reproduction chez des souris (Miller et aD04). Dans la mesure ou le systéme
circadien peut controlattes fonctions non circadienngsnous avons cherché a savoir, dans
un premier temps, si ce systéme complexe peutcjgseti au contrble des pulsatilités
antéhypophysaires non circadiennes ? Pour répandedte premiere question, nous avons
etudié deux axes endocrines liés a des pulsatditéshypophysaires non-circadiennéaxe
somatotrope impliquant la sécrétion ultradienne desH et 'axe gonadotrope impliquant
la sécrétion infradienne de FSH et LH, par 'antéhypophyse.

Nous avons vu que le systeme circadien est comgpose multitude d’oscillateurs
circadiens autonomes dont le fonctionnement repgge un mécanisme intracellulaire
rythmique impliguant des genes horloges. L'antépyyse fait partie de ces différents
oscillateurs circadiens autonomes. En effet, déudes différentes ont montré que la glande,

conservée pendant plusieurs joaksvivq présente un rythme circadien de I'expression d’'un
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gene ou d’'une protéine horloge qui se maintientpbusieurs cycles (Figure 28\be et al.,
2002; Yoo et al., 2004).
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(d’aprés Abe M et al , 2002) (d’aprés Yoo SH et al_, 2004)

Figure 28 : L'antéhypophyse : un oscillateur circésh autonome.

(A) Oscillations circadiennes dans I'expression gine horlogemPerl dans deux hypophyses

conserveegx-viva Les hypophyses sont issues de rats transgénéypesnant la luciférase sous le

contrdle du promoteur de mPerl. (B) Oscillationscatiennes dans I'expression de la protéine
horloge PERIOD2 dans une hypophyse conservée ex-\ilhypophyse est issue d'une souris
exprimant une protéine chimére PERIOD?2 : luciférase

De plus en plus d’études montrent que les genedes interviennent dans le
fonctionnement rythmique des organes dans lesdlselsont exprimés (Kornmann et al.,
2007; Lamia et al., 2008). Or I'hypophyse sécret® lsormones de fagcon hautement pulsatile
et rythmique. Nous avons vu que cette pulsatiliie motamment, gouvernée par I'action de
neuro-hormones hypothalamiques et d’autres facextra-hypophysaires. Mais, nous avons
également vu quéantéhypophyse posséde des mécanismes intrinsequips pourraient
participer au fonctionnement pulsatile de la glaride mise en évidence de I'expression des
genes horloges dans I'hypophyse apporte de nouvélgaxents pour la compréhension des
mécanismes rythmiques intra hypophysaires et laisge question en suspenbactivité
pulsatile de la glande peut-elle aussi étre lieeudne horloge antéhypophysaire ?

Dans le but de répondre a cette question nous adans la seconde partie de ce travail,

caractérise I'horloge antéhypophysaire.
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MATERIELS ET
METHODES



1. Expériences de RT-PCR-guantitative

Animaux

Les animaux ont été placés dans différentes conditiselon I'étude réalisée :

» Quantification des genes hépatiques

Des souris males et femelles sauvages (WT),Coyl-/-Cry2-/- dans lesquelles
I'horloge circadienne est inactivée (van der Hetsal., 1999), agées de 8 a 10 semaines, sont
maintenues en 12L/12D avec une disponibilité alimiesa permanente. ZTO et ZT12
correspondent respectivement au début et a laefla ghase lumineuse.
Pour quantifier I'expression des génes hépatiquesaurs du temps, les animaux sont
sacrifiés par dislocation cervicale toutes les drée pendant 24h. Le foie a été prélevé et
immédiatement congelé dans de l'azote liquide, poisservé a —80°C jusqu'a I'extraction
d’ARN.
Dans cette étude, un lot de ma@y1-/-Cry2-/a recu pendant une semaine une injection de
bGH (50ug) (fourni par Dr Parlow), d’Octréotide (&) (Sigma), ou de Serum physiologique
administrée toutes les 12 heures. Les animauxssanifiés a ZT4 le'8"jour.

» Expériences sur les ovaires

Des souris femelles sauvages (WT),Gy1-/-Cry2-/-agées de 8 a 10 semaines, sont
maintenues en 12L/12D avec une disponibilité alitaiea permanente.
Pour quantifier I'expression de certains genesadedres, les animaux sont tous sacrifiés a la
méme heure par dislocation cervicale, le jour doesgirus. Les ovaires sont prélevés et
immédiatement congelés dans de I'azote liquides panservés a —80°C jusqu'a I'extraction
d’ARN.

» Caractérisation de I'horloge hypophysaire

Des souris méles sauvages (WT), agées de 8 a lliremnsont maintenues en
12L/12D avec une disponibilité alimentaire permdaen
Pour quantifier I'expression des génes horlogesaus du temps, 3 animaux sont sacrifiés
par dislocation cervicale toutes les 4 heures panaéh. L’hypophyse, le foie, les poumons
ont été prélevés et immédiatement congelés dataaide liquide puis conservés a —80°C
jusqu'a I'extraction d’ARN.
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* Expériences de variation de la photopériode

Des souris males sauvages (WT), agées de 8 a lairemnde fond génétique
C57BI6, sont maintenues soit en conditions clagsgl?L/12D (12 heures de jour et 12
heures de nuit), soit en jours longs 18L : 6D (#8rbs de jour et 6 heures de nuit), ou en
jours courts 8D : 16L (6 heures de jour et 18 heude nuit), avec une disponibilité
alimentaire permanente. ZTO correspond au débuadehase lumineuse. Pour quantifier
I'expression des genes horloges au cours du teBnpajmaux sont sacrifiés par dislocation
cervicale toutes les 4 heures pendant 24h. L'hypegHhe foie, les poumons ont été prélevés
et immeédiatement congelés dans de l'azote liquide gonservés a —80°C jusqu'a I'extraction
d’ARN.

» Expériences d’inversion de prise alimentaire (RF)
Des souris males sauvages (WT), agées de 8 a Hinemnde fond génétique C57BI6, sont
maintenues en 12L/12D et réparties en plusieuss. lot
- un lot de souris contrdle ayant acces a la niowerien continu (ad libitum).
- un lot de souris ayant accés a la nourriture wemngent la journé@pendant 1 semaine
(DRF1) et un lot contréle ayant acces a la nougituniquement pendant les 12h de nuit
(NRF1).
-un lot de souris ayant accés a la nourriture weriggnt la journégendant 3 semaines
(DRF3) et un lot contrble ayant accés a la noumituniqguement pendant les 12h de nuit
(NRF3).
Pour quantifier I'expression des génes horlogesaus du temps, 3 animaux sont sacrifiés
par dislocation cervicale toutes les 4 heures pan2kh. L’hypophyse, le foie, les poumons
ont été prélevés et immédiatement congelés dataaide liquide puis conservés a —80°C
jusqu'a I'extraction d’ARN.

* Expériences de surrénalectomie

Des souris males sauvages (WT), agées de 9 semsumamalectomisées et témoins (sham)
ont été sacrifiées, par dislocation cervicale,a@suées 6 heures pendant 24 heures. A chaque
point, I'hnypophyse, le foie, les poumons de 2 shetn? opérées en DRF et 2 sham et 2
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opérées en NRF, ont été prélevés et immédiatenmgetés dans de l'azote liquide puis

conservés a —80°C jusqu'a I'extraction d’ARN.

Extraction des ARNSs et transcription inverse
Les ARNSs totaux ont été extraits a l'aide d’'unRNeasy (QUIAGEN) puis dosés par mesure
de la densité optique a 260nm. Nous avons ensyitbétisé les ADNc avec 500ug d’ARN,
avec 250ng de Ramdom Hexamers, 10mM de dNTP etr#f3Jde Reverse transcriptase

Superscript Il (Invitrogen) dans un volume findie 20ul.

Choix des primers et PCR-Q
Nous avons utilisé la méthode de RT-PCR-quantgapiar détection de la fluorescence en
temps réel a l'aide du kit SYBR Green PCR Mastex NApplied Biosystems) avec le
thermocycler Abi Prism 7500 (Applied Biosystems).
Les amorces des genes ont été sélectionnées dogiciel Primer Expresélableau 1) Pour
chaque gene, nous nous sommes assurés que leeamemouvrent une jonction exon-exon,
et nous avons testé au préalable la spécificitéfétacité de la PCR avec ces amorces. Nous
avons réalisé la PCR sur 10 a 20ng d’ADNc totalrmhaque échantillon résultant de la RT-
PCR.
Les PCR ont été réalisées dans un volume final @€ &Avec 50nM de primers. Les
parametres des cycles de la PCR étaient : 2 miaus€@SC, 10 minutes a 95°C, puisily a eu
40 cycles a 95°C pendant 15s, puis a 60°C pendamndte. L'étape finale est ensuite une

étape de dénaturation qui permet de vérifier qgeud produit a été amplifie.

Analyse
Les données ont ensuite été analysées avec leelogBl Prism 7500 SDS. L’amplification
relative de cDNA a été calculée par comparaisonatabre de cycles nécessaires (CT) pour
arriver a un seuil de fluorescence fixé. Nous avemsuite normalisé les résultats avec les
valeurs d’amplification du ger@apdhque nous avons utilisé comme géne de référenés apr
avoir vérifié que son expression est constante ttartes nos conditions expérimentales. Les
données sont représentées sous la forme de moyehRr&sM.
Pour l'analyse statistique, une ANOVA et des tessMan-Whitney ont été pratiqués .La

significativité a été placée a p <0.05
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Génes Séquence des Primers (5°-3)
Pert forward GAAAGAAACCTCTGGCTGTTCCT
reverse GGAATGTTGCAGCTCTCCAAA
Per2 forward ATCAACCCGTGGAGCAGGAA
reverse GGGAGCTGCGAACACATCCT
Cry1 forward GTTCGCCGGCTCTTCCA
reverse ATCCTCAAGACACTGAAGCAAAAA
Cry2 forward GGGACTCTGTCTATTGGCATCTG
Teverse GTCACTCTAGCCCGCTTGGT
Bmal1 forward GCAGTGCCACTGACTACCAAGA
Teverse TCCTGGACATTGCATTGCAT
Clock forward CACAGCGGAGGTCGTCCT
Teverse GACATCGCTTGTGTTAATG
Npas2? | forward CACTCGGAAAATGGACAAAACC
Teverse TGAGACTTCATTGTGTTTCTGCAA

Génes Séquence des Primers (5°-3°)
Cypzb8 | forward | TGGCCGAGGGACCATIG
reverse | GCCCACTGGCAAAAAATATACC
Cyp2d9 | forward | GAAGACCCTTTCCTCATCAG
reverse | TTCTCAGTCAACAGGTTATCC
Cyp3ad1 | forward | TCGATGAGACTCTGOCCAATAA
reverse | GCACCATATCCAGGTATTCCATCT
Cyp4a12 | forward | CCCAACTGTGTGGCCAAATC
reverse | GGCTGTGCCGGGAAGAC
Cyp7b1 | forward | AGCCCTGCGTGACGAAATTG
reverse | GCACAGCCTCAGAACCTCAAG
Elovi3 forward | AGTGGTCGTCTATCTGTTG
reverse | GCTGAGAAGAAAGAGAAAGG
Gapdh forward | GGAGCGAGACCCCACTAACA
reverse | ACATACTCAGCACCGGCCTC
Ghr forward | GTTGACGAAATAGTGCAACCTGAT
reverse | CACGAATCCCGGTCAAACTAA
Igft forward | CCACACTGACATGCCCAAGA
reverse | CTCCTTTGCAGCTTCGTTTTCT
Mup1 forward | GGGAAACCTTCCAGCTGATG
forward | GCAAACCTTTCCTIGATGTCTGA

Tableaul : Séquences des Primers utilisés pour GRPQuantitative.
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2. Expériences d'immunofluorescences.

* Immunomarques de PER1 dans le cerveau et I'hypophgs

L’expression de la protéine PER1 a été détectés taNSC, et dans chacun des types
cellulaires de I'nypophyse, par l'anticorps antifPIE (fourni et produit par le Dr David
Weaver- University of Massachusetts). Les animaoxt sd’abord perfusés avec du
Parafromaldéhyde a 4% (PFA 4%). Le cerveau et bpigyse de chaque animal sont prélevés
et fixés sur la nuit, dans du PFA 4%. Des coupesnades de 50 micrometres d'épaisseur ont
ensuite été réalisées avec un vibratome. Le joliegpérience, les coupes sont sélectionnées
et I'on réalise une étape de démasquage, en mésodupes dans un tampon de démasking
(Roche) porté a 90°c pendant 3 min. Les coupes ausiite incubées pendant 48h a 4°C,
avec les anticorps primaires: anti-PER1 (de lagih)é a 1/8 000 dans du PBS-BSA2%-
Triton0.1%-Sérum d’ane 1%, et ceux dirigés contie différentes hormones hypophysaires
(anti GH, ACTH, TSH, FSH, LH, PRL, de Guinea Piguds dans le méme tampon a 1/8000.
Les coupes sont ensuite rincées dans du PBS dbdasupendant 2h avec les anticorps
secondaires dilués a 1/2000 : Anti —Guinea Pig &ap fluorophore Alexa 488 (Molecular
Probes) anti-lapin couplé au fluorophore Cyanin@8lecular Probes). Les images ont été
acquises a l'aide d’un apotome (Zeiss).

Pour chaque expérience, le marquage de PER1 ard’&b® validé sur des coupes de NSC

obtenues toutes les 4 heures pendant 24 heures€f29).

ZT0 T4 18

112 T 16 7120

Figure 29 : Expression de
PER1 dans les Noyaux
Suprachiasmatiques (NSC).

Immunofluorescence utilisant
un anticorps anti-PER1 (en
rouge). PER1 est exprimée
avec un rythme circadien dans
les NSC et présente un pic
maximal d’expression entre
ZT 12 et ZT16, soit 4 heures
avant I'hypophyse.
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* Marquage de I'apoptose (Caspase3-clivée) dans lesaoes

Le prélévement des ovaires est effectué aprées erfespon PFA 4%. Les ovaires sont post-
fixés la nuit dans du PFA% et sont ensuite incigkeures dans du sucrose a 20%, pour étre
ensuite inclus dans du tissu-tex et congelés aG.8Des coupes de 15um sont réalisées au
cryostat. Les coupes sont incubées pendant 1 RBetempérature ambiante, avec I'anticorps
primaire anti-caspase3 clivé, de lapin (Cell Sigrmgl dilué a 1/500. Les coupes sont ensuite
rincées avec du PBS et incubées a nouveau avdicdgrs secondaire anti-lapin couplé au
fluorophore Cyanine 3 (Molecular Probes), dilug¢2000.

3. Surrénalectomie

Des souris males de 6 semaines ont été anesthésigemasque d’isoflurane et ont recu une
injection sous-cutanée de Kétoprofen (0.30mg), ntalgique, et de NaCl (100ul), pour
compenser les pertes hydriques dues a I'opérdiienx catégories d’animaux sont définies :
les animaux témoins (Sham) et les animaux surréimatesés (Adx). Pour la surrénalectomie,
les deux glandes surrénales ont été retirées W decisions bilatérales. Les animaux
surrénalectomisés ont ensuite été maintenus peBdsghaines a I'animalerie en 12L : 12D,
avec une alimentation restreinte NRF ou DRF, dtede salée (9g de Nacl par litre) pour le
maintien de I'équilibre hydrique, puisque ces s®ue peuvent plus sécréter d’aldostérone.

Cette étude a été réalisée en collaboration avélsahia Coutry, pour I'apprentissage de la
chirurgie.

4. Dosages d’hormones et phéromones

* Prélévements de sang
Le sang est préleve, dans des tubes héparinésjemurdu tronc, apres que les animaux aient
été guillotiné a différents moments de la journés @u hasard. Le sang est centrifugé a 2000
tours par minutes pendant 10 min a 4°c, pour eettaiplasma qui est alors conservé a -80°c

jusqu’aux dosages.
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* Hormone de croissance
L’hormone de croissance a été dosée dans le salaypeta glande entiere par la technique de
dosage Radio-Immunologique (RIA), en collaboratamec Danielle Carmignac (Londres).
Le Dr Parlow nous a fourni le kit. Pour le dosagdal GH dans les hypophyses entiéeres, les

glandes sont homogénéisées dans du PBS-BSA3%petdgénat est dose par RIA

* Testostérone

Les dosages de testostérone sont effectués ade@tEINSA (Cayman Chemical).

 MUP
Les niveaux d’expression des MUPs sont déterminés turine. L’'urine d’'un méme animal
est prélevée le matin et le soir et les deux uratdenues sont mélangées puis centrifugées (3
min a 8800g, 40°C). Le surnageant est dilué au @&® du Laemli 2X et est porté a 90°C
pendant 1min30s. 8ul de cette solution est dépsseein gel d’électrophorese (15%SDS-
Polyacrylamide) qui est coloré avec du bleu de Gmeaapres migration. Les bandes bleues
obtenues, aux alentours du poids moléculaire dg@0RQ correspondent aux protéines MUPS.

La taille de ces bandes est analysée dans Imadje d,obtenir une étude semi-quantitative.

5. Caractérisation de la fonction de reproductioret de lactation

Huit souris femelles de chaque génotyperyl+/-Cry2+/- (servant de témoin)Cryl-/-,
Cry2-/- et Cryl-/-Cry2-, et &gées de 8 semaines, sont mises en accaplenec des males
sauvages (1 male pour 4 femelles). Les femelletagies sont isolées et la mise bas est
surveillée. Le jour de la mise bas, le nombre despest compté et on ne laisse a la mere que

4 petits. A partir de ce jour (P) et jusqu'a PH3, Inéres et les petits sont pesés tous les jours.

6. Frottis vaginaux.

Le suivi jour apres jour des cycles ovariens desis@st effectué par des frottis vaginaux qui
ont lieu tous les jours a la méme heure. 10ul densghysiologique sont introduits dans le
vagin des souris, et ré-aspiré avec une pipettehameant ainsi de cellules de I'épithélium
vaginal. La forme et la population des cellulestsoralysées, apres une coloration a I'éosine.

Ceci qui permet de déterminer la phase du cyclpu(Ei30).
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Figure 30 : Cytologie vaginale

Les cycles ovariens des souris durent entre 4j@irS pendant lesquels la cytologie vaginale

évolue. La Phase de Diestrus (1) est caractérimébapondance de leucocytes. La phase de
proestrus (2) est définie par la présence de 50%w@cytes et 50% de cellules épithéliales

nuclées. Les phases d’Early-Estrus (3) et d’Esfd)s(ovulation) sont caractérisées par la

présence d’'un grand nombre de cellules épithéliahesléés. La phase de Metestrus (5) est
définie par la présence de leucocytes et de cslipithéliales nucléés.
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RESULTATS



PARTIE |

PULSATILITES NON-CIRCADIENNES
CONTROLEES PAR L'HORLOGE

CIRCADIENNE

1) L’horloge circadienne contréle la pulsatilité ultradienne de GH.

Publication :

The Circadian Clock Components CRY1 and CRY2 Are Neessary to

Sustain Sex Dimorphism in Mouse Liver Metabolism.

Bur I.M, Cohen-Solal A.M, Carmignac D, Abecassi¥ P€hauvet N, Martin A.O, van der
Horst G.T.J, Robinson I.C.A.F, Maurel P, Mollardahd Bonnefont X.

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOL. 284, NO.41 pp. 9066—-9073, April 3, 2009.

Cf: Editorial:N. R. Gough, Feminizing Liver Metabolis8ti. Signal2, ec118 (2009).
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Problématique:

Comme nous l'avons vu en introduction, I’hormonecdeissance est sécrétée avec
une pulsatilité ultradienne qui est cruciale poan ®fficacité d’action. Dans cette partie,
I'objectif de mes travaux était de comprendre si I'lbrloge circadienne est impliquée dans

le contrdle de la pulsatilié sécrétoire ultradiennale 'hormone de croissance(GH).

Chez les souris, le volume de sang est trop fgible pouvoir faire des prélévements
réguliers en vue de caractériser le profil sécrétde la GH. Cependant, le modéle murin est
le seul modele d’altération génétique de I'horlayeadienne. C’est pourquoi, hous avons
etudié difféerents parametres qui refletent indeewtnt la pulsatilité GH, chez des souris qui
présentent une altération de I'horloge circadierinest connu depuis de nombreuses années
qgue, chez les rats mais aussi chez I'Homme, itexia dimorphisme sexuel dans le profil de
sécrétion de la GH. La pulsatilité est trées marqciéez les males et moins bien chez les
femelles (Figure 31). Ce dimorphisme sexuel engraies différences de phénotype entre les
deux sexes que I'on peut mesurer. Ainsi, ces diffées permettent de faire la comparaison
des mesures obtenues chez les souris transgéragaescelles obtenues chez des animaux
contrbles, témoins d’un profil pulsatile de GH, pdes males sauvages, ou moins pulsatile

pour les femelles sauvages.
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MALE .
© © |
g 200 - \ g 200
£ ©
[« % i J
€ E
- —
I 100 E 100
S o
2’ g )
0|||vtl"l1rilrv‘|‘ Ollllfr1vr-i-|1—|—|r
10:00 12:00 14:00 16:00 10:00 12:00 14:00 16:00

Figure 31 : Dimorphisme sexuel de la sécrétion @tienne de GH chez les rats.

Chez les rats males (a gauche), ou la GH est gécadtc des pics de grande amplitude, toutes les 4
heures, entrecoupés de périodes de silence. Chéantelles (a droite), les pics de sécrétion deHa
sont de faible amplitude et il N’y a pas de périddesilence.

(d’aprés Shapiro BH et al., 1995)
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L’absence d'une forte pulsatilité GH chez les flese est responsable d'une
croissance moins efficace que chez les méles. % ph grand nombre de géenes exprimés
dans le foie, cible principale de la GH, qui soépendants de la pulsatilité de GH, ont des
niveaux d’expression difféerents entre males et flEmmé€Ahluwalia et al., 2004). Une grande
partie de ces génes appartient a la famille desd@ydmes P450, mais il y a aussi le géne
Mupl qui code pour une phéromone sécrétée dans I'uihez les males qui présentent une
forte pulsatilité Mupl est fortement exprimé, alors que chez les femdligsl est faiblement
exprimé (Johnson et al., 1995; Norstedt and Paimit®@84). L'expression de ce géne est
souvent utilisée comme marqueur de la pulsatilitd. Gka croissance et les niveaux
d’expression des génes hépatiques dépendants wunp@&H sont autant de paramétres qui
reflétent indirectement la pulsatilité GH. L’ensdebe ces différents parametres a donc été

mesuré chez des souris mutantes de I'horloge.

Méthodes :

Plusieurs modeles d’animaux présentant une dtiérate I'horloge ont été étudiés.
Tout d’abord, une partie de I'étude a été réaldez les souri€ryl-/-Cry2-/-(notée<Lry-/-)
qui présentent une inactivation de deux des gepels adomposante négative de I'horloge
moléculaire (van der Horst et al., 1999).

Ensuite, les résultats ont été comparés a ceusnobtchez les souriBmall-/-,
inactivées pouBmall, un géne horloge de la composante positive du msoa moléculaire
(Bunger et al., 2000).

Enfin, nous avons étudié les parametres qui eftéhdirectement la pulsatilité GH,
chez des souris méales agées, chez qui la sécd#i@H (cg. Intro Il 1.2) (Dhir and Shapiro,
2003), et I'horloge circadienne (Hastings et 8002 sont altérées.

Afin d’identifier les effets des différentes aliéibns de I'horloge sur le pattern
ultradien de GH, nous avons étudié différents pateea en comparant a chaque fois les
males et les femelles des différents génotypesGka a été dosée par RIA, dans les
hypophyses entieres, et dans la circulation saegaian instant pris au hasard. Le poids des
animaux a été suivi pendant 12 semaines a parsediage des petits et donne un indice sur
la croissance des animaux. L'expression des gemdsi@ dépendant du profil pulsatile de

GH (Mupl, Cytochromes P45 été mesurée par PCR-quantitative au cours de@wes et
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les protéines MUPs ont été quantifiees directemdants les urines. Enfin, l'activité
enzymatique des CypP450 a été analysée au seiicaesames.
Toutes les techniques expérimentales sont déclites la partie Matériels et méthodes.

Principaux résultats :

Altération du profil ultradien de GH chez les mal&xy1-/-Cry2-/-

D’une part, nous avons effectué des dosages @GHlairculante présente dans des
plasmas, prélevés de maniere aléatoire dans lestethpz souri€ry-/- et sauvages (WT).
Ces dosages révelent que la valeur médiane dstkbdiion des échantillons est plus élevée
chez les male€ry-/- que chez les WT. De plus, chez les m&eg-/-, nous avons trouve
beaucoup moins d’échantillons présentant une &iédefquantité de GH que chez les males
WT. Ceci suggére que le profil de GH des m&@les/- comprend moins de phases de silence
et/ou qu’elles durent moins longtemps que chemi@es WT.

D’autre part, les souriSry-/- ont un probleme de croissance : nous avons cénsbat
différence d’environ 10% entre le poids des animaamvages et des soufisy-/-. Cette
altération de la croissance est plus marquée @semaéles que chez les femelles, bien gu'ils
ne présentent pas de défaut des taux plasmatiquésstbstérone. Ainsi, a I'age adulte, les
males ont le méme poids que les femelles, provddaaerte du dimorphisme sexuel.

La quantification des génes hépatiques (dépendauntprofil ultradien de la GH)
révele aussi bien pour les génes de la familleQigsP450 que pouviupl,une féminisation
des profils d’expression chez les ma&y-/- au cours de la journée. Cette féminisation au
niveau génigue est aussi présente dans l'actividgmeatique des CYP P450, et dans la
guantité des protéines MUPs excrétées dans lessuriinsi, 'ensemble des marqueurs,
géniques et protéiques, utilisés comme des margukuprofil de GH, est féminisé chez les
malesCry-/-.

Supposant que la pulsatilité GH est altérée clesznhalesCry-/-, des injections
pulsatiles de GH (bGH) et d’'Octréotide (Oct: uralague de la somatostatine) ont été
effectuées sur ces animaux afin de restaurer i@ @bB. Les injections de bGH permettent
de mimer les pics de GH, alors que les injectioi@culéotide permettent de recréer les

périodes de silence. Aprés une semaine de traitemeuns avons constaté que ces injections
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pulsatiles restaurent les niveaux d’expression gises hépatiques qui étaient fortement
féminisés chez les mal€sy-/-.

Les travaux présentés ci-dessus convergent tagsle’anéme résultat : la pulsatilité
ultradienne de GH est altérée chez les mélgs/- qui n'ont plus d’horloge circadienne

fonctionnelle.

Altération du dimorphisme hépatique chez les sguBmall-/-

Nous avons montré que l'altération de I'horlogeezles mutant€ry-/-, aboutit & une
perte de la pulsatilité GH. Dans cette deuxiemdeitnous nous sommes intéressés aux effets
d’'une autre mutation de I'horloge sur le profil @&l. Ainsi, nous avons mesuré I'expression
des genes hépatiques qui dépendent du profil decBét, les souriBmall-/-(Bunger et al.,
2000). Ce travail a été réalisé en collaboratioecav. Delaunay et F. Guillaumond qui nous
ont fourni les cDNA de foies, issus des animBuaxall-/-et de leurs témoins, a ZT4.

Les quantifications obtenues par PCR-quantitattvelent que chez les maBmall-
/-, 'expression des genes hépatiques tend a se f@nifiggure R1). Le dimorphisme sexuel
présent dans I'expression de certains genes dudnieeflet du profil sécrétoire de GH, est

donc altéré comme chez les so@ry-/-.

D’autres études ont montré que la croissance celtpales souri8mall-/-est altérée
(Kondratov et al., 2006; Sun et al., 2006). Airaiperte du dimorphisme sexuel des genes
hépatiques et l'altération de la croissance colfgorebservées chez les malBsnall-/-
semblent étre, comme pour les soiy-/-, le reflet d’'une altération de la pulsatilité GH.
Cette étude indique que la perte de la pulsat8ittobservée, chez les malesy-/-, n’est pas
un effet spécifique des gen€xy (1-2), mais qu'elle est plutét due a une altération de

I'horloge circadienne elle-méme.

Contrairement aux male€ry-/- qui ne présentent aucun défaut dans le taux
plasmatique de la testostérone (Bur et al., 20@3), malesBmall-/- ont un défaut de
production des hormones stéroidiennes et présententbaisse des taux de testostérone
(Alvarez et al., 2008). Ces hormones stéroidesnjpour role sur I'axe somatotrope pour le
contrble de la pulsatilité GH. Chez les maBmall-/5 il n'est donc pas possible de
discriminer I'effet de I'altération de I'horloge &effet de la baisse de la testostérone, sur la

puslatilité GH.
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Figure R1: Altération du dimorphisme sexuel dan&xpression des genes dépendants de la

pulsatilité GH, chez les souris Bmall-/-.

(A). Niveau d’expression des génes hépatiques ggmtent un dimorphisme sexuel chez les souris
sauvages en reflet des différences de pulsatititée endles et femelles. Pour de nombreux génes, le
niveau d’expression observé chez les mBlasll-/-tend & se rapprocher de celui des femelles.

(B). Chez les souri@mall-/5 le rapport des niveaux d’expression males suelies tend vers 1,
illustrant la perte de dimorphisme sexuel dangifegsion des génes hépatiques chez ces animaux.
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Altération du dimorphisme hépatigue chez des souméles agées

Il a été décrit dans la littérature que, chezslkesris agées, I'horloge circadienne est
moins robuste (Hastings et al., 2003), et que I'ssimatotrope qui contrble la sécrétion de
GH, est altéré (Dhir and Shapiro, 2003; Kuwaharal.eR004). Les souris agées sont donc un
autre modéle pour I'étude de l'implication de I'roge circadienne dans la pulsatilité GH.
Nous avons donc mesuré et comparé I'expressioméless hépatiques, dépendants du profil
de GH, chez des souris méles agées de 2 ans sbuigs plus jelines agées de 8 semaines.
Cette étude révéle une féminisation dans I'expoesdies génes hépatiques, chez les souris
agées (Figure 5 (Bur et al., 2009)). De plus, lesaux observés chez les males agés sont tout
a fait similaires a ceux observés chez les m@lgs/- qui sont du méme fond génétique
C57BI6.

Conclusion :

Les trois études présentées ci-dessus montreon sebis modeéles différents
d’altération de I'horloge circadienne que cellejoue, a I'évidence, un rdle dans les
mécanismes responsables de la forte pulsatilitédiénne de GH chez les méles. Etant donné
gue le profil de GH contrble en amont I'expresgi@s enzymes hépatiques, mises en jeu dans
le métabolisme de détoxification, et, que d'impotes différences de détoxification ont déja
été décrites entre males et femelles, I'horlogeadiienne est ici impliquée pour la premiere

fois, dans les mécanismes qui participent au ctentlés différences entre males et femelles.
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In mammals, males and females exhibit anatomical, hormo-
nal, and metabolic differences. A major example of such sex
dimorphism in mouse involves hepatic drug metabolism, which
is also a noticeable target of circadian timekeeping. However,
whether the circadian clock itself contributes to sex-biased
metabolism has remained unknown, although several daily out-
put parameters differ between sexes in a number of species,
including humans. Here we show that dimorphic liver metabo-
lism is altered when the circadian regulators Cryptochromes,
Cryl and Cry2, are inactivated. Indeed, double mutant Cryl =/~
Cry2~'~ male mice that lack a functional circadian clock express
a number of sex-specific liver products, including several cyto-
chrome P450 enzymes, at levels close to those measured in
females. In addition, body growth of Cry-deficient mice is
impaired, also in a sex-biased manner, and this phenotype goes
along with an altered pattern of circulating growth hormone
(GH) in mutant males, specifically. It is noteworthy that hormo-
nal injections able to mimic male GH pulses reversed the femi-
nized gene expression profile in the liver of Cryl™'~ Cry2~/~
males. Altogether, our observations suggest that the 24-h clock
paces the dimorphic ultradian pulsatility of GH that is respon-
sible for sex-dependent liver activity. We thus conclude that
circadian timing, sex dimorphism, and liver metabolism are
finely interconnected.

Phenotypic differences between males and females of a given
species exist from invertebrates to humans and cover various
features including disease susceptibility and life span, for exam-
ple. Although the anatomical and hormonal differences
between sexes are well described, few genetic determinants are
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known to account for sexual dimorphism in mammals. Recent
genome-wide studies on various mouse tissues showed that
major differences in gene expression between males and
females involve drug metabolism (1, 2), and among somatic
organs, the sex-biased transcriptional activity is particularly
high in the liver (3—5). These observations may provide insight
into why many drugs exhibit a faster clearance in women as
compared with men (6) but also underscore the importance of
considering sex issues in studies on liver metabolism.

Interestingly, liver activity also fluctuates along the light-dark
cycle and is a noticeable target of circadian timekeeping (7-9).
Both systemic cues and a circadian clock within hepatocytes are
involved in daily oscillations of liver metabolism (10, 11). However,
because most of these studies were focused on males exclusively,
the possible interaction between circadian oscillators and sex
dimorphism of hepatic activity is not documented.

This prompted us to investigate whether circadian cog-
wheels could also be involved in the sexual dimorphism
observed at the hepatic level. Indeed, several daily output
parameters differ between sexes in a number of species, includ-
ing humans (12-14), which may reflect the ability of the supra-
chiasmatic nuclei (SCN),® where the central pacemaker resides,
to sense sexual hormones through receptors to androgens and
estrogens (15, 16). We therefore assessed liver activity in homozy-
gous double mutant Cryptochrome 1 and 2 males and females
(hereafter referred to as Cry~’~ mice) that are devoid of a func-
tional circadian clock (17). Our results reveal that Cry~ '~ males
have a feminized liver and pinpoint dimorphic GH pulsatility as
the main signal altered by the inactivation of Cryptochromes.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Quantitative Real-time PCR—Eight-week-old Cry '~ (17)
and isogenic control mice, maintained under a 12-h light/12-h
dark cycle (ZT0 and ZT12 refer to lights on and off, respec-
tively) and free access to food and water, were sacrificed by
cervical dislocation. Livers were rapidly removed, frozen in lig-
uid nitrogen, and stored at —80 °C until use. Total RNA extrac-
tion was done with the RNeasy kit (Qiagen) according to the

3 The abbreviations used are: SCN, suprachiasmatic nuclei; Cry, Cryptochrome;
Cyp, cytochrome P450; GH, growth hormone; OHT, hydroxylated testoster-
one; MUP, major urinary protein; STAT5b, signal transducer and activator of
transcription 5b; ZT, zeitgeber time; ANOVA, analysis of variance.
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tive expression levels were deter-
mined using the comparative C,.
method to normalize target gene
mRNA to Gapdh.

Microsome  Preparation  and
Assessment of Cytochrome P450 En-
zymatic Activity—Two-month-old
0 mice were sacrificed at ZT4, and
their livers were rapidly dissected,
homogenized in homogenizing
buffer (10 mm Tris-HCI, pH 7.4, 1
mMm EDTA, and 250 mm sucrose)
with the addition of phosphatase
inhibitors (1 mm sodium orthovana-

date and 10 mMm sodium fluoride)
and a protease inhibitor (100 um
0.6 phenylmethylsulfonyl fluoride) and
centrifuged at 9000 rpm for 15 min
to obtain a total tissue homogenate.
Microsomal pellets were separated
from cytosolic supernatant by ultra-
centrifugation and suspended in
potassium phosphate buffer, pH 7.4,
containing 0.1 mm EDTA and 20%
glycerol. Microsomal protein con-
centrations were determined using
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FIGURE 1. The sexdimorphism in gene expressionis reduced in the liver of Cry '~ mice. Livers from control
and Cry~’~ mice were collected every 4 h. Relative RNA levels, measured by quantitative PCR, are shown for
control wild type (WT, closed symbols, solid lines) and Cry~’~ (open symbols, dotted lines) males (squares) and
females (circles), respectively. Data from ZTO are replotted at ZT24 to improve readability. RNA levels are
graphed as means = S.E., n = 3-4 for each series. For all genes, the global statistical significance is p < 0.005
between control males and females and between males of both genotypes (two-way ANOVA). Insets show the
average ratio of expression over 24 h between male and female livers (M/F ratio) in wild type (solid bars) and
Cry~’~ mice (open bars). **, p < 0.01 and *, p < 0.05 as compared with control males, Mann-Whitney U test.

manufacturer’s instructions. Total RNA was then reverse-tran-
scribed into cDNA by using Superscript III reverse tran-
scriptase (Invitrogen) with oligonucleotide random hexamers.
Primers of the mouse mRNAs to be investigated were designed
using Primer Express (Applied Biosystems) or Beacon Designer
(Premier Biosoft) and checked for specificity using the BLAST
program. In general, PCR primers were chosen to introduce a
minimum of a two-nucleotide mismatch with all related Cyp
subfamily members. Results presented for Cyp3a41 may actu-
ally represent the combined contribution of Cyp3a4l and
Cyp3al6 RNA because the primers bring only one single nucle-
otide mismatch in between the two forms and theoretical
amplicons with 96% homology that may not be distinguished by
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the Bradford assay.

Testosterone hydroxylase activity
was measured as described previ-
ously (18). Liver microsomes were
tested at 1 mg of proteins/ml in 0.05
M Tris buffer, pH 7.4, for testoster-
one hydroxylase activity using 300
uM of **C-labeled testosterone as a
substrate. In addition, 5a-reductase
activity was inhibited by the addi-
tion of 5 uM finasteride to the
incubation mixture. The NADPH-
regenerating system was composed of 10 mm glucose-6-phos-
phate, 5 IU/ml glucose-6-phosphate dehydrogenase, and 10
mm MgCl, in 0.05 M Tris buffer, pH 7.4. The reaction was
started by the addition of 1 mm NADPH. The incubation, at
37 °C, lasted 15 min, and the reaction was stopped using a mix-
ture of 3 ml of dichloromethane and 65 nmol of 113-hy-
droxytestosterone (UV internal standard). Each sample was
vigorously vortexed and centrifuged. Two ml of organic phase
were transferred to a clean glass test tube and evaporated to
dryness under a stream of nitrogen gas. Nitrogen-dried dichlo-
romethane extracts were dissolved in a mixture of 0.1 M ammo-
nium acetate/methanol/acetonitrile. Testosterone metabolites
were separated by reverse phase high pressure liquid chroma-
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S 0 0 o of the cytochrome P450 (Cyp) family
- Males Females Males Females Males Females that are involved in the hydroxyla-
£ tion of steroid hormones and vari-
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= *k " ‘B 6a-OHT in fatty acid biosynthesis (1). In con-
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2.2 considered (Fig. 1). As

Males Females

significant (two-way ANOVA; n = 5 animals in each condition, means = S.E.).

tography, using Symmetry C18 column 5 um (220 X 2.1 mm),
heated at 55 °C. The mobile phases used were (phase A) 0.1 m
ammonium acetate; 30% methanol and (phase B) 0.1 M ammo-
nium acetate; 70% methanol. Hydroxylated metabolites were
monitored by UV at 247 nm and by radioactivity detection and
eluted with a linear gradient: 0.7% of phase B/min at a flow rate
of 350 ul/min. Hydroxylated testosterone (OHT) standards
(2a-OHT, 2B-OHT, 6a-OHT, 63-OHT, 7a-OHT, 113-OHT,
15a-OHT, 15B-OHT, 16a-OHT, 16B-OHT) were used to
identify testosterone metabolites.

Determination of MUPs Levels in Urine—Urine was collected
at ZT4 and briefly centrifuged (3 min at 8800 X g). The super-
natant was diluted (1/20) with 2X Laemmli buffer and heated at
90 °C for 90 s. Routinely, 8 ul of urine solution were analyzed by
electrophoresis on a 15% SDS-polyacrylamide gel stained with
Coomassie Blue. Relative amounts of proteins in the molecular
weight range of 20,000 were estimated by integrating band den-
sity, expressed in arbitrary units.

Hormonal Assays—Circulating hormones were measured
from trunk blood collected in heparinized centrifuge tubes for
plasma preparation. For pituitary content, anterior pituitary
glands were homogenized in phosphate-buffered saline. Assays
were performed using a testosterone enzyme-linked immu-
nosorbent assay kit (Cayman Chemical), according to the man-
ufacturer’s recommendations, and a GH-specific radioimmu-
noassay using reagents provided by A. F. Parlow.

RESULTS

The Sex Dimorphism in Liver Activity Is Impaired in Cry "~
Mice—To determine whether circadian clock components
impact on differences between males and females, we assessed
by real-time quantitative PCR the expression of several dimor-
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WT

FIGURE 2. Sex differences in liver microsomal testosterone hydroxylase activities are reduced in Cry™/~
mice. Testosterone hydroxylase activities were determined in liver microsomes prepared from wild type (WT, solid
bars) and Cry '~ mice (open bars). Specific activities are shown for male-predominant 16a-hydroxylase (4), female-
predominant 6a-hydroxylase and 7a-hydroxylase (B), and 1583-hydroxylase (C). D, activity ratios between male and
female microsomes are plotted on a log scale. Note that this ratio tends to 1 (horizontal dashed line) for microsomal
activities measured from Cry’~ mice in A and B, whereas it remains constant for 158-hydroxylase activity. **, p <
0.01and*, p < 0.05 as compared with control males, ++,p < 0.01and +, p < 0.05 as compared with control females
and ##, p < 0.01 and #, p < 0.05 as compared with Cry”’~ males; symbols are omitted when differences are not

genes
reported previously (19, 20), Elovi3
exhibits daily variations in male
liver and is hardly detectable in
females at any time point (Fig. 1).

Interestingly, the male-female
dimorphism is strongly reduced in
Cry~'~ mice. Indeed, the male-pre-
dominant genes Cyp2d9, Cyp4al2,
and Cyp7bl1 are significantly down-
regulated along the light-dark cycle in male Cry /"~ livers,
whereas modest, if any, alteration is noticed in females (Fig. 1).
The expression of ElovI3 becomes constitutively low, and daily
variations are abolished in male livers. Conversely, the female-
predominant gene Cyp2b9 is significantly up-regulated in
Cry~’~ mutant males, which dramatically increased the
expression ratio between males and females (Fig. 1, inset).
Hence, inactivation of CryI and Cry2 genes leads to a feminiza-
tion of the expression patterns of several genes in the male liver.

The different expression patterns of Cyp genes between sexes
are believed to affect the rate of metabolism for a given sub-
strate directly. To assess whether the feminized gene expres-
sion profile of Cry~/~ males is translated at the metabolic level,
we measured the activity of microsomal hydroxylases. Levels of
the male-predominant testosterone 16a-hydroxylase activity
tend to become similar in microsomes from Cry /" males and
females (Fig. 2, A and D). In parallel, the sexual dimorphism in
production of the female-predominant metabolites 6a-OH and
7a-OH testosterone is reduced in Cry /™ mice as compared
with wild types (Fig. 2, B and D). Although testosterone metab-
olites cannot be reliably ascribed to individual Cyp forms, these
findings mirror our results obtained with quantitative PCR and
support that metabolic sex dimorphism is altered in Cry~/~
mice.

It is worth noting that the feminization of Cry~’~ males is
incomplete and does not extend to all sexually dimorphic genes
of liver metabolism. For example, the male-female difference in
expression of the female-predominant gene Cyp3a41 remains
unchanged in Cry /" animals (Fig. 1). Similarly, the female-
predominant testosterone 15B-hydroxylase activity is not
altered in either Cry ’~ males or females (Fig. 2, C and D).

Cry-/-
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26), required for the expression of
male-specific liver genes (27). These
sex differences in GH patterns
largely contribute to the sexual
dimorphism in body growth (28).
The pulsatile GH release is also well
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known for increasing the synthesis
of major urinary proteins (MUPs) in
the liver of males and their subse-
quent accumulation in urine (29,
30). We therefore decided to rely on
these two parameters, body growth
and MUPs content, as indirect read-
outs of GH pulsatility.

Firstly, previous studies reported
that clock-deficient Bmall '~ or
Cry™'~ mice are significantly
smaller than control animals (31—
33). This prompted us to systemati-
cally compare the postnatal growth
of Cry~/~ males and females. Dou-
ble mutant Cryl /'~ Cry2~/" ani-
mals of either sex exhibit a marked
reduction in size and show a
10-20% reduction of body weight as

MUPs level
% of wt males
[=1)
[=]

e

Males

(

- WT males

Females

genotypes.

Moreover, Cryf/ ~ males are fertile* and exhibit normal levels

of circulating testosterone (3784 * 1099 pg/ml, n = 8, and
2996 * 860 pg/ml, n = 6, in wild type and Cry "/~ males, respec-
tively, p > 0.05, Mann-Whitney U test), which is in contrast
with another mutant mouse line lacking the circadian clock
protein BMALI (21). These observations suggest that the fem-
inization of the liver of Cry~/~ mutant males is not driven by
impaired gonadic function. Instead, a definite pathway must be
altered downstream the testicular activity, leading to the partial
feminization of the liver.

Dimorphic Traits Dependent on Ultradian GH Pulsatility
Are Feminized in Cry~’~ Males—Ultradian profiles of circulat-
ing GH are a key mediator for sex-dependent effects on the liver
in many species (3, 22-24). Indeed, a major difference between
males and females in both rats and mice is the sustained (3—4 h)
interpulse interval of low GH between peaks of secretion (25,

41. M. Bur, A. M. Cohen-Solal. and X Bonnefont, unpublished observations.
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-3 - Cry-/- males -G - Cry-I- females

FIGURE 3. The GH-dependent sex dimorphism is suppressed in Cry~/~mice. A, body weight of animals
obtained from Cry1*/~/Cry2*’~ intercrosses. Wild type (black solid line), Cry~’~ (dotted line) and littermates
bearing at least one wild type Cry allele (gray solid lines), males (upper panel) and females (lower panel), were
weighted weekly from 1 to 8 weeks of age and at 12 weeks. Data are graphed as means * S.E.*** p < 0.005, *¥,
p < 0.01, and ns, not significant, for control versus Cry~’~ mice, Mann-Whitney U test. B, male/female body
weight ratios for wild type (WT, solid line) and Cry /™ (dotted line) mice. Note that ratio values are close to 1 in
Cry~’~ mice, indicating a loss of sexually dimorphic growth rates. C, MUPs accumulation. A representative
example of MUPs stained with Coomassie Blue after SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (upper panel) and
pooled analysis of MUPs content in urine of wild type (solid bars, n = 9 males and n = 14 females) and Cry '~
(open bars, n = 15 males and n = 12 females) is shown. ***, p < 0.005 and **, p < 0.01 as compared with wild
type males (two-way ANOVA). D, Mup1 expression level in the liver of mice used in Fig. 1. The global statistical
significance by two-way ANOVA is p < 0.001 between control males and females and between males of both

compared with littermates bearing
at least one wild type allele of either
Cry gene (Fig. 3A). This growth def-
icit first becomes apparent at 2-3
weeks after birth, which matches
the onset of the somatotroph axis
(28). Importantly, the growth defi-
ciency of Cry~’~ mice is more pro-
nounced in males than in females,
leading to a decrease of sex dimor-
phism in body growth as empha-
sized by the lower body weight ratio
between males and females in
mutant animals as compared with
wild type mice (Fig. 3B).

Secondly, to estimate the accumulation of MUPs, urine
from matched control and Cry /" males and females was
collected and analyzed by electrophoresis. We found that
MUPs levels are dramatically decreased in the urine of male
Cry~/~ mice as compared with wild type males (Fig. 3C).
This is not due to a deficiency in urine concentration
because urine osmolarity is even slightly higher in Cry~/~
mice than in control animals (2397 * 184 mosm/kg H,O, n =
12 and 2451 * 231 mosm/kg H,O, n = 9 for mutant males
and females, respectively; 1871 * 130 mosm/kg H,O, n = 11
and 1873 * 316 mosm/kg H,O, n = 7 for wild type males and
females, respectively). Rather, the decreased MUPs content
in the urine of Cry~/~ males is associated with the down-
regulation of the Mup1l gene expression in their liver (Fig.
3D). Thus, both body growth and MUPs accumulation show
impaired sex dimorphism in Cry~/~ mice, suggesting that
altered GH profiles may be responsible for their feminized
metabolic pattern.
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FIGURE 4. Circulating GH levels are altered in Cry™’~ males. A, box plots
of circulating GH levels measured in trunk blood randomly collected
between ZT2 and ZT8 from wild type (WT, solid boxes with median in white,
n = 30 males and 30 females) and Cry ™/~ mice (open boxes with median in
black, n = 20 males and 30 females) of each sex. Individual values outside
90% of the population distributions are plotted as black circles. The
median values of the four groups are significantly different (p < 0.05,
Kruskal-Wallis test). **, p < 0.01 between wild type and Cry~’~ males
(Dunn’s multiple comparison test). B, the total amount of GH was quanti-
fied from whole pituitary glands of Cry ™/~ (open circles) and control (solid
circles) males and females. The inactivation of Cry genes has no effect on
average GH levels (p = 0.20 and p = 0.15 for control versus Cry~/~ mice in
males and females, respectively, Mann-Whitney U test). C, expression lev-
els of genesinvolved in GH signaling were measured in the liver from mice
used in Fig. 1. RNA levels are graphed as means * S.E., n = 3-4 for each
series. The global statistical significance by two-way ANOVA is p < 0.001
and p < 0.05 between males of both genotypes for Ghrand Igfbp3, respec-
tively. No significant alteration was found for IgfT in Cry”’/~ males as com-
pared with controls. Ghr, GH receptor.

Cry~’~ Males Exhibit Altered Circulating GH Levels—The
direct assessment of temporal GH patterns in the mouse, unlike
in rat, is hampered by technical difficulties of repeated blood
sampling in freely moving animals. To evaluate whether the
inactivation of the Cry genes is associated with an altered GH
secretion pattern, we collected trunk blood at random times
from control and Cry~’~ males and females. As reported
previously (29), control males and females show a similar
distribution of their GH levels, except that maximal values
are higher in males (Fig. 4A). Interestingly, 53% of the values
obtained from male blood (16/30) were below 1 ng/ml,
whereas this proportion falls to only 23% in females (7/30). It
is likely that such a difference is the footprint of the long and
short durations of GH troughs in between secretion peaks in
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males and females, respectively, as described in the single
study that reported direct measurements of GH pulsatility in
the mouse (25). The Cry deletion did not significantly alter
the distribution of GH values in females. In contrast, GH
levels were significantly shifted higher in Cry~’~ males (Fig.
4A). Only 20% of random GH values were below 1 ng/ml
(4/20), suggesting that GH trough duration is shorter than in
control males. These data suggest that the ultradian GH pro-
file is altered in Cry~/~ males with reduced non-secreting
episodes.

Accordingly, we found that total pituitary GH contents from
wild type males are scattered along a wide range of values (Fig.
4B), which possibly depicts the alternating course of GH surges
and troughs, whereas the narrow pattern obtained with glands
from Cry” '~ males resembles the distribution of values from
females (Fig. 4B). However, although GH patterns are altered in
Cry~’~ males, their pituitary gland remains able to secrete a
high amount of GH when stimulated with the intravenous
injection of 100 ng of GH-releasing hormone or synthetic GH-
releasing hexapeptide GHRP6 (data not shown). Moreover,
although we noticed a slight down-regulation of the GH recep-
tor, Ghr, in the liver of Cry~/~ males, no important alteration
were found in the somatotroph liver outputs, such as genes
coding for the insulin-like growth factor Igf1 and its binding
protein Igfbp3 (Fig. 4C).

Taken together, our data show that the Cry~’~ mutation
alters the GH tempo. Interestingly, it is already known that the
internal circadian clock gets less robust (34) and that the soma-
totroph axis dampens (35) during aging. To investigate whether
these alterations may affect sex dimorphism in liver metabo-
lism, we compared liver genes expression between young and
old male mice. We found that aged wild type male mice have a
feminized liver gene pattern (Fig. 5), as reported previously in
rats (27). Although slight differences can be noted, the liver of
young Cry~’~ and old wild type males are therefore submitted
to similar changes as compared with young control animals
(Figs. 1 and 5). Hence, we reasoned that circadian timekeeping
may pace the GH pulsatility that is responsible for male-specific
liver activity and body growth.

Mimicking GH Pulses Reverses the Feminized Phenotype of
Cry™’~ Males—If our hypothesis is correct that altered GH
profiles are responsible for the loss of sex dimorphism, it should
be possible to reverse the hepatic feminization by reinstating
GH pulses and interpulses in Cry~/~ males. Accordingly, we
administered bovine GH (50 pg/mouse) at 12-h intervals dur-
ing 1 week to Cry /" males, a protocol previously shown to
masculinize hepatic gene expression in wild type female mice
(23). This treatment restores typical male Mupl mRNA levels
and reverses the feminized pattern of hepatic Cyp2b9, Cyp2d9,
Cyp4al2, Cyp7bl, and Elovi3 in Cry~’~ males to levels similar
to those measured in untreated wild type males (Fig. 6). To
exclude a spurious effect from high concentrations of exoge-
nous GH, we forced the pituitary gland of Cry~/~ males to
secrete endogenous GH in a pulsatile manner but without gen-
erating excess GH exposure. Because patterned infusions of
somatostatin can elicit rebound bursts of GH (36), we repeat-
edly injected octreotide (50 ng/mouse every 12 h), alonglasting
somatostatin agonist, to Cry” '~ males. This treatment also res-
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FIGURE 5. Aged male mice have a feminized liver gene pattern. Livers of
8-week-old (solid bars) and 2-year-old (open bars) C57BL/6 male mice were
collected between ZT2 and ZT4. Sex-specific liver genes show a feminization
of their expression level in aged males. Relative RNA levels are graphed as
means = S.E, n = 5 animals in each condition. **, p < 0.01 and *, p < 0.05,
Mann-Whitney U test.

cues a male pattern of liver gene expression in the mutant mice
(Fig. 6), and confirms that rhythmic activation of the GH axis,
with regular and sustained low trough values of GH, is respon-
sible for the reversal of the feminized phenotype of the Cry~/~
male liver.

DISCUSSION

Circadian Timekeeping as a Regulator of Ultradian GH
Release—Altogether, our data reveal Cryl and Cry2 as
genetic determinants of sexual dimorphism in liver metabo-
lism. The presence of functional CRY products appears
essential for tuning the ultradian GH pulsatility required for
the male-specific liver activity. Similarly, previous studies
reported that the circadian clock gene Bmall is also neces-
sary to maintain male-female differences in body growth (33)
or that liver expression of Elovi3 follows a female-like profile
in male homozygous Clock/Clock mutants (19). Moreover,
male rats with lesioned SCN exhibit a feminized steroid
metabolism (37), as we observed for Cry /~ mice. Last, the
alteration of circadian timekeeping during aging (34) is con-
comitant with dampening of the GH pulsatility (35) and
leads to the feminization of liver gene expression in rats (27)
and mice (this study). Thus, although we cannot exclude a
non-circadian role for Cry genes, we conclude that the fem-
inized phenotype of Cry~/~ males is at least partly due to the
disruption of their circadian clock.

The SCN transiently synchronize the GH rhythm with the
light-dark cycle, likely through somatostatinergic neurons (38,
39), and male rats with SCN lesions present alterations in the
amplitude of ultradian GH pulses (39). Thus, the alteration of
GH secretion in Cry~/~ may result from impaired circadian
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FIGURE 6. Patterned GH pulses reverse the feminized phenotype of
Cry~'~ males. Liver gene expression was assessed at ZT4in Cry/~ males that
received two subcutaneous injections a day, at ZTO and ZT12 during 1 week,
of saline (n = 4), 50 ug of highly purified pituitary bovine GH (bGH, n = 5), or
50 ng of octreotide (n = 5), and untreated control males (n = 5). Both hormo-
nal treatments restored a control-like expression pattern in the liver of Cry ™/~
males. **, p < 0.01 and *, p < 0.05 as compared with NaCl, Mann-Whitney U
test. WT, wild type.

outputs from their SCN (40). Indeed, the SCN, equipped with
receptors for gonadal hormones (15, 16), may indirectly tune
the GH secretion profiles responsible for dimorphic liver
metabolism.

Another hypothesis, not exclusive from the former one, is
that the circadian clockwork within the pituitary gland may
synchronize unitary ultradian activities of GH-secreting cells
(41, 42) through long distance homotypic cell networks (43, 44).
Although such a possibility remains to be investigated, it is
worth noting that circadian timekeeping is known to interfere
with other rhythms outside the 24-h range, such as ultradian
courtship song in flies (45) and infradian estrous cycles in mice
(46).

The GH secretion profile in Cry~/~ males differs from that of
control males, with fewer trough values. However, it remains
distinct from the female GH pattern, which exhibits a lower
mean level. Thus, Cry~/~ males have a unique GH profile that
leads to a female-like metabolic pattern. However, this femini-
zation is not complete and underscores the complex regulation
of sexually dimorphic liver genes, which mainly involves trans-
duction through the signal transducer and activator of tran-
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scription 5b (STAT5b) and hepatic nuclear factor 4 « (HNF4.«)
pathways (47—49). For example, the expression level of the
female-predominant gene Cyp3a4l is not altered in Cry /~
mutants. Interestingly, several genes of the Cyp3a family,
including Cyp3a41, were previously reported to be resilient to
the inactivation of STAT5b (47) but not of HNF4« (49). Our
data may thus define a new paradigm to study the sexually
dimorphic action of GH in the mammalian liver through both
transduction cascades.

Interrelationship between Circadian Timekeeping, Sex
Dimorphism, and Liver Metabolism—Finally, our data reveal
that circadian timekeeping may control cell and body metabo-
lism by pacing the secretion of pituitary GH, in addition to
the well known direct regulation at the transcription level in
liver cells (7, 8). Over the last decades, chronomedecine has
been developed, assuming that a circadian control of sensi-
tivity to drugs exists in humans as well as in rodents (7, 50,
51). Interestingly, a recent trial for time-modulated treat-
ment of metastatic colorectal cancer revealed intriguing
opposite outcomes for men and women patients (52). Fur-
ther studies will be necessary to unveil whether our results
could be extended to human beings and provide some mech-
anistic insights into how the circadian time, sex, and metab-
olism must interact and constitute an undividable troika to
optimize personalized therapy.

Acknowledgments—We are indebted to A. F. Parlow (National Insti-
tutes of Health, NIDDK, National Hormone and Peptide Program,
Torrance, CA) for providing us with bovine GH and reagents for
radioimmunoassay. We thank C. Legraverend, F. Gachon, and A.-L.
Mausset-Bonnefont for critical reading of the manuscript. D. Had-
dou, P. Makoundou, N. Oueslati, and S. Faibie are acknowledged for
technical assistance.

REFERENCES

1. Rinn, J. L., Rozowsky, J. S., Laurenzi, I. ]., Petersen, P. H., Zou, K., Zhong,
W., Gerstein, M., and Snyder, M. (2004) Dev. Cell 6, 791—800
2. Yang, X, Schadt, E. E., Wang, S., Wang, H., Arnold, A. P., Ingram-Drake,
L., Drake, T. A., and Lusis, A. J. (2006) Genome Res. 16, 9951004
3. Ahluwalia, A., Clodfelter, K. H., and Waxman, D. J. (2004) Mol. Endocri-
nol. 18, 747-760
4. Rinn, J. L., and Snyder, M. (2005) Trends Genet. 21, 298 =305
5. Isensee, J., and Ruiz Noppinger, P. (2007) Gend. Med 4, Suppl. B,
S75-S95
6. Schwartz, J. B. (2003) Clin. Pharmacokinet. 42, 107-121
7. Gachon, F., Olela, F. F., Schaad, O., Descombes, P., and Schibler, U. (2006)
Cell Metab 4, 25-36
8. Panda, S., Antoch, M. P., Miller, B. H., Su, A. I, Schook, A. B., Straume, M.,
Schultz, P. G., Kay, S. A., Takahashi, J. S., and Hogenesch, J. B. (2002) Cell
109, 307-320
9. Zhang, Y. K, Yeager, R. L., and Klaassen, C. D. (2008) Drug Metab. Dispos.
37,106-115
10. Kornmann, B., Schaad, O., Bujard, H., Takahashi, J. S., and Schibler, U.
(2007) PLoS Biol. 5, €34
11. Lamia, K. A,, Storch, K. F., and Weitz, C. J. (2008) Proc. Natl. Acad. Sci.
U S. A. 105, 15172-15177
12. Daan, S., Damassa, D., Pittendrigh, C. S., and Smith, E. R. (1975) Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 72, 37443747
13. Davis, F. C,, Darrow, J. M., and Menaker, M. (1983) Am. J. Physiol. 244,
R93-R105
14. Roenneberg, T., Kuehnle, T., Pramstaller, P. P., Ricken, J., Havel, M., Guth,

9072 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.
27.

28.

29.

30.
31.

32.

33.

34.

35.

36.
37.

38.

39.
40.

41.

42.
43.

45.

46.

47.

48.

A., and Merrow, M. (2004) Curr. Biol. 14, R1038 —1039

Karatsoreos, I. N., Wang, A., Sasanian, J., and Silver, R. (2007) Endocrinol-
ogy 148, 5487-5495

Vida, B., Hrabovszky, E., Kalamatianos, T., Coen, C. W., Liposits, Z., and
Kallo, I. (2008) J. Neuroendocrinol. 20, 12701277

van der Horst, G. T., Muijtjens, M., Kobayashi, K., Takano, R., Kanno, S.,
Takao, M., de Wit, J., Verkerk, A., Eker, A. P,, van Leenen, D., Buijs, R,,
Bootsma, D., Hoeijmakers, J. H., and Yasui, A. (1999) Nature 398,
627-630

Reinerink, E. J., Doorn, L., Jansen, E. H., and Van Iersel, A. A. (1991)
J. Chromatogr. 553, 233—241

Anzulovich, A, Mir, A., Brewer, M., Ferreyra, G., Vinson, C., and Baler, R.
(2006) J. Lipid Res. 47, 2690 —2700

Brolinson, A., Fourcade, S., Jakobsson, A., Pujol, A., and Jacobsson, A.
(2008) Endocrinology 149, 3158 -3166

Alvarez, J. D., Hansen, A., Ord, T., Bebas, P., Chappell, P. E., Giebultowicz,
J. M., Williams, C., Moss, S., and Sehgal, A. (2008) /. Biol. Rhythms 23,
26-36

Legraverend, C., Mode, A., Wells, T., Robinson, I., and Gustafsson, J. A.
(1992) FASEBJ. 6,711-718

Jarukamjorn, K., Sakuma, T., Jaruchotikamol, A., Ishino, Y., Oguro, M.,
and Nemoto, N. (2006) Toxicology 219, 97-105

Waxman, D. J., and O’Connor, C. (2006) Mol. Endocrinol. 20,
2613-2629

MacLeod, J. N., Pampori, N. A., and Shapiro, B. H. (1991) J. Endocrinol.
131, 395-399

Tannenbaum, G. S., and Martin, J. B. (1976) Endocrinology 98, 562—570
Dhir, R. N, and Shapiro, B. H. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 100,
15224 -15228

Clark, R. G., Jansson, J. O., Isaksson, O., and Robinson, I. C. (1985) J.
Endocrinol. 104, 53— 61

Low, M. J., Otero-Corchon, V., Parlow, A. F., Ramirez, J. L., Kumar, U.,
Patel, Y. C., and Rubinstein, M. (2001) /. Clin. Investig. 107, 1571-1580
Norstedt, G., and Palmiter, R. (1984) Cell 36, 805—812

Kondratov, R. V., Kondratova, A. A., Gorbacheva, V. Y., Vykhovanets,
O. V., and Antoch, M. P. (2006) Genes Dev. 20, 1868 —1873

Masuki, S., Todo, T., Nakano, Y., Okamura, H., and Nose, H. (2005)
J. Physiol. (Lond.) 566, 213—224

Sun, Y., Yang, Z., Niu, Z., Wang, W., Peng, J., Li, Q., Ma, M. Y., and Zhao,
Y. (2006) /. Biomed. Sci. 13, 845—851

Hastings, M. H., Reddy, A. B., and Maywood, E. S. (2003) Nat. Rev. Neu-
rosci. 4, 649 — 661

Kuwahara, S., Sari, D. K., Tsukamoto, Y., Tanaka, S., and Sasaki, F. (2004)
Brain Res. 998, 164173

Clark, R. G., and Robinson, L. C. (1988) Endocrinology 122, 2675-2682
Gustafsson, J. A., Eneroth, P., Hokfelt, T., and Skett, P. (1978) Endocrinol-
0gy 103, 141-151

Davies, J. S., Carter, D. A., and Wells, T. (2004) Endocrinology 145,
2950-2958

Willoughby, J. O., and Martin, J. B. (1978) Brain Res. 151, 413—417
Albus, H., Bonnefont, X., Chaves, I, Yasui, A., Doczy, J., van der Horst,
G. T., and Meijjer, J. H. (2002) Curr. Biol. 12,1130-1133

Bonnefont, X., Fiekers, J., Creff, A., and Mollard, P. (2000) Endocrinology
141, 868 -875

Bonnefont, X., and Mollard, P. (2003) FEBS Lett. 548, 49 —52

Bonnefont, X., Lacampagne, A., Sanchez-Hormigo, A., Fino, E., Creff, A.,
Mathieu, M. N., Smallwood, S., Carmignac, D., Fontanaud, P., Travo, P.,
Alonso, G., Courtois-Coutry, N., Pincus, S. M., Robinson, I. C., and Mol-
lard, P. (2005) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 102, 16880 —16885

. Fauquier, T., Guérineau, N. C., McKinney, R. A., Bauer, K., and Mollard, P.

(2001) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 98, 88918896

Kyriacou, C. P., and Hall, . C. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 77,
6729-6733

Miller, B. H., Olson, S. L., Turek, F. W., Levine, J. E., Horton, T. H., and
Takahashi, J. S. (2004) Curr. Biol. 14, 1367—-1373

Clodfelter, K. H., Holloway, M. G., Hodor, P., Park, S. H., Ray, W. J., and
Waxman, D. J. (2006) Mol. Endocrinol. 20, 1333—1351

Holloway, M. G., Laz, E. V., and Waxman, D.]. (2006) Mol. Endocrinol. 20,

VOLUME 284 +NUMBER 14+ APRIL 3, 2009

6002 ‘LT AeN uo WHASNI e 1o ogl-mmm woly papeojumod



ASBMVIB

#

The Journal of Biological Chemistry

Sex Dimorphism in the Liver Depends on Circadian Timekeeping

647— 660 51. Levi, F.,, and Schibler, U. (2007) Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 47,
49. Wiwi, C. A., Gupte, M., and Waxman, D. J. (2004) Mol. Endocrinol. 18, 593-628

1975-1987 52. Giacchetti, S., Bjarnason, G., Garufi, C., Genet, D., lacobelli, S., Tampellini,
50. Gorbacheva, V. Y., Kondratov, R. V., Zhang, R., Cherukuri, S., Gudkov, M., Smaaland, R., Focan, C., Coudert, B.,, Humblet, Y., Canon, J. L., Adenis,

A. V., Takahashi, J. S., and Antoch, M. P. (2005) Proc. Natl. Acad. Sci. A., Lo Re, G, Carvalho, C., Schueller, J., Anciaux, N., Lentz, M. A., Baron,

U S. A. 102, 3407-3412 B., Gorlia, T., and Levi, F. (2006) J. Clin. Oncol. 24, 3562—3569

APRIL 3,2009-VOLUME 284-NUMBER 14  \ASEMB\ JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 9073

6002 ‘LT AeN uo WHASNI e 1o ogl-mmm woly papeojumod



2) Cycles infradiens liés a la fonction de reproductio.

Problématique:

La fonction de reproduction, chez les femelleppse sur différentsycles infradiens
(Figure 32). Parmi ceux-ci, les cycles oestrienseduentre 4 et 5 jours, chez les souris. lls
dépendent des variations infradiennes des sécsétiyypophysaires (LH : Luteinizing
Hormone et FSH : Follicule Stimilating Hormone) @wurs des cycles (Figure 32). Une autre
hormone hypophysaire, la prolactine, varie au ca@s cycles de la reproduction et a une

grande importance lors de la gestation et de tatiao.
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Figure 32: La fonction de reproduction repose suifférents cycles infradiens.

Plusieurs études ont déja permis d'établir un ketre ces cycles infradiens qui
contrOlent la reproduction et I'horloge circadienipeur revue (de la Iglesia and Schwartz,
2006)). Des expériences de lésion des Noyaux Shipisanatiques révelent une altération des
capacités reproductives, due a un blocage des scymbstriens et a la perte du pic
préovulatoire de LH (Brown-Grant and Raisman, 19Rgnnekleiv and Kelly, 1988;
Wiegand et al., 1980). De plus, il a récemmentn#&étré que les femelles portant la mutation
du géne horlogeClock (femelles Clock/Clockdnt des problemes dans la fonction de
reproduction (Miller et al., 2004). Les souris @mit cette mutation ont des cycles ovariens

irréguliers, et semblent avoir quelques difficulp&sir déclencher le pic de LH préovulatoire.
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De plus, lorsque ces souris sont gestantes, de neomhroubles sont observés : fort taux
d’avortement précoce, nombre important de souricgaart-nés, suggérant fortement une
altération de la sécrétion de prolactine. Cettdetapporte de nombreuses informations, mais
elle a été effectuée chez des souris portant un@tio du geneClock et non pas une
invalidation totale de I'horloge. Afin de connaitleerdle exact de I'horloge dans la fonction
de reproduction, il est nécessaire d'utiliser dagris portant une invalidation de I'horloge.
C’est pourquoi, dans cette étude, notre attention a&té focalisée sur la fonction de
reproduction des souris femellesCry-/-, Cryl-/- et Cry2-/, qui présentent différents

degrés d’altération de I'horloge circadienne.

Méthodes :

Plusieurs parametres permettant de caractérisaralgacités reproductives des souris
Cryl-/-, Cry2-/-, etCry-/- ont été étudiés.

Des frottis vaginaux permettent de suivre les &yavariens, principaux marqueurs
des cycles infradiens de la reproduction.

L’anatomie et le fonctionnement des ovaires onsu#a été caractérisés. Des
marquages de la Caspase3-clivé mettent en avaridessus d’apoptose et renseignent sur la
maturation des follicules. lls peuvent révéler aert défauts de la phase folliculaire.

Enfin, les capacités de reproduction des femall@sété analysées. Les souris des
différents génotypes ont été mises en accouplereerdifférents parametres tels que la
capacité de mener les souriceaux a l'age adulteadg de mortalité, la croissance des

souriceaux ont été étudiés.

Principaux résultats :

Altération des cycles oestriens chez les femellgs C

Des frottis vaginaux ont été effectués tous lesgpendant 35 jours chez des femelles
des différents génotypes : femelles sauvages (\Wligaes comme témoins, femell€sy1-/-
ou Cry2-/-, mutantes pour un des deux gertay(1-2) de I'horloge moléculaire et enfin

femellesCry1-/-Cry2-/-(notée<Cry-/-) inactivées pour les 2 gen€sy(1-2).
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Cette étude révele que I'ensemble des souris u@sdj pour un ou deux des gefeg(1-2,)
présente des irrégularités dans les cycles oestfiégure R2).

Ces résultats corroborent ceux précédemment obtems les mutant€lock de 'horloge
(Miller et al., 2004). Chez les mutar@@$ock comme chez les Soui@y, on constate que plus
'horloge est altérée, plus les cycles oestrienst soréguliers. En effet, les souris
homozygotesClock/Clock ont des irrégularités plus fortes que les sourigrbéygotes
Clock/+ ou sauvages (Miller et al., 2004). De méme chezsleurisCry, I'altération des
cycles oestriens est plus forte chez les fem@lgs/-, qui présentent une altération des deux
genesCryl et Cry2, que chez les femellgsryl-/- ou Cry2-/-. Il existe aussi une différence
dans le degré d’altération des cycles entre legllesCryl-/- et les femelle€Cry2-/{Figure
R2). Celle-ci pourrait reposer sur le fait qDeyl a un réle prédominant, par rappori€Cgy2,
dans le mécanisme moléculaire de I'horloge a I'keheellulaire (Liu et al., 2007). Cette
étude réalisée chez des soufisock-out ainsi que celle publiée sur les mutan@sck
montrent que I'horloge circadienne est impliquéasdies cycles infradiens oestriens mis en
jeu dans la reproduction.

Apoptose précoce chez les femelles Cry-/-

Nous avons observe, par des marquages immunddkenrts dans les ovaires, qu'il
existe une apoptose intense chez les femé@hgs/- par rapport aux souris sauvages (WT)
(Figure R3A). Le processus d’apoptose est un psasesormal qui permet la sélection des
guelques follicules qui arriveront a maturation. @Z&nomene est généralement présent dans
des follicules arrivés a un stade avanceé de lanatn et il est engendré par la baisse de la
sensibilité de ces follicules a la FSH. Chez lendies Cry-/-, ce processus est fortement
présent dans les follicules en début de maturgfalicules pré-antraux) (Figure R3A). Ceci
suggere qu’il y aurait une altération de la sefiggbet/ ou de la signalisation induite par la
FSH chez les femell&Sry-/-.

L’expression du géene codant pour le récepteundeSH R FSH dans les ovaires de
souris WT et de souriBry-/- a donc été analysée (Figure R3B). Cette étudeaealae forte
diminution de I'expression du gene. Ceci pourréi¢ & I'origine d’'une mauvaise sensibilité
des follicules a la FSH. La FSH permet aussi auklcédes, en cours de maturation,
d’exprimer le géne de Aromatasequi code pour une enzyme impliqguée dans la pramtuct

d’'oestrogenes. Chez les femell@sy-/-, 'expression de ce gene est fortement abaissée en
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comparaison avec son niveau chez les femellegfjlire R3B). L’'ensemble de ces résultats
indique que I'altération de I'horloge circadienneup entrainer des défauts de sécrétion et/ou
de signalisation des hormones gonadotropes quignélétre responsables des irrégularités

observées dans les cycles oestriens de ces souris.

Baisse des performances de reproduction des feradllig/-/-

Les croisements réalisés a I'animalerie pour léntiea de la lignée des souris ont,
depuis longtemps, montré que les femellry-/- présentent d’importants troubles de la
reproduction. Nous avons donc étudié, de manieos pletaillée, les performances des
femelles Cry-/- dans la reproduction. Ainsi, nous nous sommesraase€s a différents

parametres permettant de quantifier les défauts.

Tout d’abord, nous avons observé que le pourcentiegfemelles parvenant a étre
gestantes est diminué lorsque I'horloge est altf@rire R4). De plus, le nombre moyen de
souriceaux obtenus dans chaque portée est lui aissnué lorsque I'horloge est plus
fortement altérée (Figure R4). Ainsi, les soulig/-/- ont en moyenne 5 petits par portée
contre une moyenne de 7.6 chez des femelles sadaya méme lignée. Il semble donc
gue, comme chez les sour@lock/Clock l'altération de I'horloge circadienne entraine

certaines modifications lors de la gestation.

Nous nous sommes ensuite intéressés a differantsngtres reflétant I'action de la
prolactine lors de la lactation. Ainsi, dés la sarkce, les souriceaux issus de différentes
meres ont été pesés durant 10 jours (de PO a Pipdyé R5). On constate que les souriceaux,
issus des mereSry-/-, grossissent moins bien que les autres souricdaigyuré R5A). Ce
défaut n’est vraisemblablement pas di au génotygse sburiceaux, puisque les souris
Cryl+/-Cry2+/- grossissent normalement (Bur et al., 2009). Catégation de la croissance
pourrait étre due a un probléme de nourrissagéaéitement chez les femelle€dry-/- qui
pourrait étre relié & une altération dans la séxréte prolactine.

De plus, le pourcentage de souriceaux qui survigans les 10 jours apres la mise bas est de
75% chez les mer&sry-/- (75%), contre 100% chez les autres meres (Figuf® R5
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Enfin, la prise de poids des différentes méres & la lactation, est également plus faible
chez les femelle€ry-/- (Figure R5B), suggérant, en partie, un défaut dangveloppement
des glandes mammaires.

L’ensemble de cette étude chez les so@rissuggéere que I'horloge circadienne participe au

contrble de la sécrétion de prolactine, comme @eléja été proposé chez les mut&itck

Conclusion :

Cette étude confirme I'existence de liens enttmrloge circadienne et les cycles
infradiens de la reproduction. L'altération de Floge entraine laltération des cycles
oestriens (chez les soufisy et sourisClock/ClocR, 'altération de la sécrétion infradienne de
LH, responsable de l'ovulation (mutan@lock), et peut-étre méme celle de la FSH,
responsable de la maturation des follicules (sdbins/-). De plus, les résultats obtenus lors
de cette étude mettent en avant un possible liga Enorloge circadienne et I'axe lactotrope.
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Figure R2: Altération de I'horloge circadienne eirrégularité des cycles oestriens de la
reproduction.

Des frottis vaginaux ont été réalisés sur des saleidifférents génotypes (WT : sauvades,l-/-,
Cry2-/-, Cry-/-) tous les jours pendant 35 jours. Plus I'horlogeatclienne est altérée, plus les cycles
ovariens sont irréguliers.
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Femelle WT (diestrus} Femelle Cry—/- {diestrus}
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Figure R3 : Altération de la maturation folliculaie.

(A)Les sourisCry-/- présentent une apoptose massive, identifiée pgrdimts blancs lumineux, dans
des follicules en cours de maturation (folliculeg-pntraux).

(B)Les niveaux d’expression des génes codant peuRécepteur a la FSHRESH et pour

'aromatase, une enzyme intervenant dans la syatthés hormones gonadiques dans les ovaires, sont
fortement diminués chez les femellesy-/-.
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Figure R4 : Etude de paramétres reflétant indirentent la fonctionnalité de I'axe lactotrope, lors
de la gestation.

74



A
Croissance des souriceaux issus de
600 | méres de différents génotypes
5
X = 500
=
k3] g
E = 400
>
2
5 "9 300 —B=tderes Cryl+/-Cryl+/-
[P A ]
= A —|—eres Cryl-/-
o = 200
AT ~m—pdéres Cry2-/-
100 . ] ) ) ) ) ) —EMéreg Cry1—‘f—Cry2—f—
PO P1 P2 P2 P4 PS5 PB PT P8 P3P0
Jours post-nataux
B
115 1  Evolution du poids des méres de au
cours de la lactation
1
© 111
[
=i
[ )
&z 107
33
52 E 103 =m—tleres Cryl+/~Cry2+/-
s ~B—tdeéres Cryl-/-
2 5
= 99 e
= ~% éres Cry2-/-
SR ] —*=tderes Cry1-f- Cryd-+~
9 “oo Tp1 P2 PR3 Pa P5 Ps PT PS PO PO
Jours de lactation
C
% de souriceaux qui arriventa P10
en fonction du génotpye des meres.
100 -
80 -
60 -
&
40 -
20 -
0 T T T T
Cryl+/-Cry2 +/-  Cryl-/- Cry2-/- Cryl-/-Cry2 -/-
Génotype des meres

Figure RS : Altération de la lactation chez les feftes Cry1-/-Cry2-/-.

(A). Le suivi du poids des souriceaux de la naissaousqu’a P10 (f0° jour apres la naissance)
montre que les souriceaux issus des mérgs-/-Cry2-/-grossissent moins bien.

(B). Les femellery1-/-Cry2-/- sont celles qui prennent le moins de poids auscdera lactation.
(C). Les femelle€ry1-/-Cry2-/-sont celles qui ont le plus de difficultés & mdeer petits a P10.
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PARTIE II

CARACTERISATION DE L'HORLOGE

HYPOPHYSAIRE.
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1) Expression des genes et protéines horloges dans/plophyse.

Dans la partie précédente, nous avons vu queld@@rcircadienne intervient dans
différentes pulsatilités sécrétoires antéhypophgsaGH, FSH, LH, PRL). Cependant, les
mécanismes d’action de I'horloge dans ces pulsatildemeurent encore inconniéne
hypothése est que l'expression des genes horlogeansl I'antéhypophyse pourrait

contribuer a son fonctionnement pulsatile. Nous avons donc décidé de caractériser

I'horloge antéhypophysaire.

Problématique:

L’antéhypophyse est sous-divisée en trois lodeslobe antérieurpars distalig, le
lobe tubéral gars tuberali3, et le lobe intermédiairgérs intermedig Chez de nombreuses
espéeces saisonnieres, la forte expression desteéceple la mélatonine et leur régulation,
dans lapars tuberalis ont fait de celle-ci une structure hautement iqy#e dans la
régulation des fonctions saisonnieres. C’est panirda pars tuberalisa fait I'objet d’'un
grand nombre d’études, et I'expression des géndsdes dans ce lobe antéhypophysaire est
relativement bien connue (Sun et al.,, 1997; vonl &ahl., 2002). Ainsi, dans ce lobe, la
mélatonine contrdle I'expression du géPerlchez les souris WT qui est inexistante chez les
souris déficientes en mélatonine (Sun et al., 199fme chez les souriltlR-/- qui
n’expriment plus le récepteur de la mélatonine (Gall et al., 2002). Cependant, les études
concernant I'horloge dans lpars distalis (ou lobe antérieur) qui sécrete I'ensemble des
hormones évoquées précédemment, sont beaucoup mmimsreuses. Une étude réalisée
chez des rats montrén-situ, que certains genes horloges sont exprimés dansbee
Cependant, cette étude a été effectuée a un senénmialans la journée et ne permet pas de
voir si cette expression est cyclique (Shieh, 2003)

D’autres études réaliséas-vivo,ont mis en évidence le fonctionnement cyclique de
’horloge moléculaire au sein de fragments de géandn culture, et ce, grace au suivi de
'expression de formes transgéniques de geénes otéipes horloges étiquetées avec la
luciférase comme systeme rapporteur bioluminesf&iné et al., 2002; Yoo et al., 2004).

L’ensemble des études réalisées n'a pas permisradetériserin-situ, la présence de

I’horloge native dans le lobe antérieur de I'ang@physe. C’est pourquoi, nous Nous sommes
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intéresseés, ici, a l'expression des genes et mexéihorloges,in-situ, dans le lobe

antéhypophysaire.

Méthodes :

Des expériences de PCR-quantitative ont été ésalipour mesurer I'expression des
genes horloges principaux dans I'hypophyse. Deoplypgses entiéres de souris de la lignée
C57BI6 qui ne sécretent pas de mélatonine (Gotl. £1989) ont été prélevées, toutes les 4
heures, pendant 24 heures. L'anté et la neurohyseph’ont pas été séparées pour cette
étude, ce qui permet une préparation rapide desnéltbns, d’autant que les génes horloges
ne sont pas exprimés dans les terminaisons newveleda neurohypophyse (Shieh, 2003). Le
foie a également été étudié et utilisé comme pssiphérique de référence.

Par la suite, des expériences d'immunofluorescawvee un anticorps anti-PER1 nous ont
permis de caractériser les acteurs de I'horlogeéouthire a I'échelle cellulaire dans
I’hypophyse.

Toutes les techniques expérimentales sont dédidtes la partie Matériels et méthodes.

Principaux résultats :

Expression cyclique des génes horloges dans I'agpaphyse.

D’une part, la quantification des principaux gemhesloges révéle que ceux-ci sont
exprimés avec un rythme journalier dans I'hypophyBejure R6). Ces résultats nous
permettent de confirmer la présence de I'horlogdémdaire, in-situ, dans I'hypophyse.
D’autre part, les profils obtenus montrent quedaafClock présente un profil peu rythmique
dans I'hypophyse, contrairemenNgas2(Figure R6). Ce résultat suggere que la composante
positive de I'horloge moléculaire hypophysaire paiir plutdt reposer sur le dimere
BMAL1/NPAS2. Il semble donc que I'horloge hypophiysaait un fonctionnement un peu
différent des horloges périphériques. Cependarhiaparaison des rythmes d’expression des
genes horloges dans ce lobe avec ceux du foisseutibmme tissu périphérique de référence,

montre que I'horloge des deux tissus présente laen§thme et la méme phase (Figure R7).
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L’horloge hypophysaire, tout comme I'horloge hégaé, est donc décalée de 4 heures par
rapport a I’horloge centrale des NSC (Damiola gt24100).

De plus, ces travaux ayant été réalisés chezaless 1e sécrétant pas de mélatonine,
les résultats obtenus nous permettent de concluege cpntrairement a lpars tuberalis
'expression des genes horloges dangdas distalisne dépend pas de la sécrétion de

mélatonine.

Etude de I'horloge avec une résolution cellulaire

Le parenchyme de l'antéhypophyse est constitu®& dgpes cellulaires endocrines
différents, responsables de sécrétions hormonakbsnigues, ayant différentes périodes.
Ainsi, de cette hétérogénéité émergent plusieuestopns : toutes les cellules endocrines de
'antéhypophyse expriment-elles I’horloge moléctde? Existe-il un lien entre la présence de
I'horloge a I'échelle cellulaire et le fonctionnemeythmique des cellules endocrines ?

Pour répondre a ces questions, nous avons étagpFdssion de la protéine PER1 de
I'horloge, au cours de 24 heures, sur des coupgegdphyses. Cette étude nous a permis
d’observer que la protéine PER1 est exprimée awecythme journalier dans les 6 types
cellulaires endocrines de I'antéhypophyse (Figu82R De plus, PER1 présente la méme
phase d’expression dans toutes les cellules. @gtiehronisation peut expliquer la robustesse
du rythme observéx-vivq avec le systemPerl-luciférase(Abe et al., 2002). Aussi, cette
synchronisation suggére-t-elle que I'horloge estsakiée du rythme sécrétoire dans
'antéhypophyse, a I'éventuelle exception des ¢edltACTH qui ont une forte rythmicité
sécrétoire circadienne. A ce propos, lors de lig®bes résultats, nous avons observé que le
marquage de PER1 dans les cellules ACTH est bepuglms intense que dans les autres
types cellulaires (Figure R8). Il pourrait doncwogt un réle particulier de I'horloge dans ce

type cellulaire.
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Conclusion :

D’une part, cette étude nous a permis de moritresitu, que les génes horloges sont
exprimés dans I'antéhypophyse. D’autre part, n@ossvu que I'horloge antéhypophysaire a
un fonctionnement rythmique plus proche des hodogériphérigues que de I'horloge
centrale des NSC. Enfin, I'étude a I'échelle celitd nous a permis de montrer que les six
types cellulaires endocrines de I'antéhypophyseiexgnt I’horloge moléculaire. Cependant,
il reste a établir un lien entre la présence derldge et le fonctionnement rythmique des

cellules endocrines.
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Figure R6 : Expression des principaux genes horlegén-vivo, dans I'hypophyse.

(A) Schéma de rappel de la principale boucle deattréle qui compose I'horloge moléculaire,
comportant une composante positive et une composegative.

(B) Les principaux genes de la composante pos{veorange) sont exprimés avec une rythmicité
circadienne dans I'hypophyse entiére. Il en egn@ene pour les génes de la composante négative (en
bleu).
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Figure R7 : Le rythme d’expression des géenes hode@ la méme phase dans le foie et I'hypophyse.
Comparaison des profils d’expression Her2 et Bmall deux génes horloges appartenant a la
composante négative et positive de I'horloge md&m dans le foie (en bleu poBer2 et en rose
pourBmall) et dans I'hypophyse (en violet pdRer2et en jaune pouBmall).
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Figure R8 : Expression de PER1 dans les 6 typesutaires endocrines de I’hypophyse.
Immunofluorescence utilisant un anticorps anti-PER1rouge) et un anticorps dirigé contre
I’'hormone spécifique des différents types cell@aiendocrines de I'antéhypophyse (en vert), réalisé
a ZT20, au moment du pic d’expression PER1. On gaoee PER1 est exprimée dans tous les types
cellulaires de I'antéhypophyse, mais que I'expassist plus intense dans les cellules ACTH.
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PER1 ACTH

Figure R9 : Expression de PER1 au cours du cycleceidien dans les cellules ACTH
Immunofluorescence utilisant un anticorps anti-PE&1rouge) et un anticorps anti-ACTH (en vert),
au cours de 24 heures. PER1 présente une fortessipn circadienne dans les ACTH, avec une
expression maximale entre ZT 16 et ZT20.
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2) L’hypophyse une horloge complexe au cceur du systerngcadien.

Problématique :

Une étude réalisée chez des hamsters, animauxnsaisxy montre que I'horloge
centrale et les horloges périphériques sont edesipar des variations de la photopériode
(Carr et al., 2003). Cependant, cette étude meanissi que les horloges périphériques ne sont
pas entrainées de la méme maniere que I'horlogeatemes NSC. Ces résultats suggerent
gue, chez les hamsters, les horloges périphéripeegent étre sensibles a la photopériode.
Chez les souris de la lignée C57BI6, qui ne somt ggs animaux saisonniers et qui ne
produisent pas de mélatonine (Goto et al., 1988)smous sommes demande si les variations
de photopériodes entrainent I'expression des gémadoges dans différents tissus
périphériques. Nous avons étudié deux tissus diftér: I'hnypophyse et le foie utilisé comme

références.

Méthodes :

Le rythme d’expression de deux gerfesr2 et Bmall a été étudié dans le foie,
I’hypophyse et les poumons d’animaux soumis a iiffées conditions :
Tout d’'abord, les animaux ont été soumis a destians de la photopériode. Les résultats
obtenus nous ont ensuite conduis a nous intéremsereffets des changements de la
disponibilité alimentaire. Ainsi, I'expression degenes horloges a été comparée dans
différents tissus périphérigues, issus de différémiis d’animaux : les animaux contrbles ont
acces a la nourriture pendant les 12 heures déMRiE : Nightime Restricted Feeding) et les
autres n‘ont pu manger que pendant les 12 heurepute(DRF : Daytime Restricted
Feeding). Enfin, un lot d’'animaux a été surrénaletsé. Parmi ceux-ci, certains ont recu une
alimentation en NRF et d’autres ont été soumis & NR

Tous les protocoles sont décrits dans la partig@Mds et méthodes.
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Principaux résultats :

Effet des variations de photopériode sur le rythohes horloges périphériques

Dans un premier temps, nous avons étudié le rytitmeression des gen€er2 et
Bmalldans le foie et 'hypophyse d’animaux soumis a phetopériode longue (16L : 8D),
courte (8L : 16D) ou classique (12L: 12D). D’unetpaous avons constaté que, dans les trois
conditions de photopériode testées, I'horloge de $& synchronise, systématiquement, avec
la transition jour-nuit (Figure R10A). Etant donemée le foie est un organe important dans le
systeme digestif, et que I'expression des genekdes dans le foie est entrainée par la
nourriture (Damiola et al., 2000), il semble alapge la synchronisation du foie avec la
transition jour-nuit permette a I'horloge hépatigiiétre en phase avec le début de la phase
d’alimentation.

D’autre part, les résultats obtenus sur 'hypoghyentrent, de fagon surprenante, que
les variations de photopériode entrainent une fiirtenution de I'amplitude des rythmes de
Per2 etBmallpar rapport aux rythmes observés dans les conditiatiales (12L : 12D). La
baisse d’amplitude observée dans I'hypophyse, dessvariations de photopériode, souleve
plusieurs questions : lors des changements de dtopériode, I'horloge hypophysaire fait-
elle face a un conflit dans l'intégration des signgui I'entrainent ? L’hypophyse pourrait-
elle étre constituée de deux oscillateurs E (Evgniat M (Morning), comme ceux
potentiellement présents dans les NSC (Jagota .et 2800), qui seraient entrainés
respectivement par la nourriture et par la lum®ifin de dissocier I'oscillateur entrainé par
la lumiére de celui entrainé par la nourriture, naous sommes intéresses a la régulation de

I’horloge hypophysaire lors de changements dedpatiibilité alimentaire.

Effet de changement de la disponibilité alimentairsur [I'’horloge

hypophysaire

Les effets des changements de la disponibilinaltaire (DRF ou NRF) ont été
étudiés dans deux tissus périphériques controlesfoie et les poumons ainsi que dans
’hypophyse. Dans le foie, nous avons observé, cenprécédemment, que I'horloge
hépatique suit le rythme alimentaire (Figure 1#&): fiythme d’expression des géres2 et

Bmallest inversé chez les animaux en DRF.
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Dans les poumons, nous avons constaté que [|'horlognserve le méme
fonctionnement chez les animaux en NRF et en DR§u(€ 11). La nourriture n’a donc
aucun effet sur I'horloge pulmonaire. Et, il sembjge I'horloge des poumons soit plutbt
synchronisée avec le cycle lumineux. Ainsi, ce ltaswsur les poumons permet de mieux
comprendre les résultats, obtenus par le group®eieaker (Stokkan et al., 2001). Ces

résultats complexes suggéraient que I'horloge pnhire était entrainée par la lumiére.

Enfin, dans [I'hypophyse, nous avons observé quanplitude des rythmes
d’expression déer2 et Bmallest fortement diminuée et tend méme parfois ansilen chez
les animaux placés en DRF (Figure 11).

Afin de mieux comprendre la régulation de I'horlobgpophysaire, nous nous sommes
intéressés a I'expression de la protéine PER1helge dans les différents types de cellules
endocrines antéhypophysaires, lors de changemdatdigponibilité alimentaire. Cette étude
préliminaire suggere que le rythme d’expressioPE®1 dans les cellules ACTH et GH de
'hypophyse est aussi atténué (Figure R12). Il dengue la baisse d’amplitude observée
corresponde a une baisse générale de 'amplitude tdas les types cellulaires, plutét qu'a la

résultante de deux oscillateurs entrainés par gigmaux différents.

Ces résultats, dans leur ensemble, suggérent guifte au moins deux classes
d’horloges périphériques. Certaines horloges périghes pourraient étre entrainées par
I'alimentation, comme I'horloge hépatique. D’auttesrloges pourraient suivre le rythme de
la lumiére, comme les poumons. Mais, les résultdienus dans I'hypophyse suggérent
I'existence d’une troisieme classe d’horloge pétnpfue entrainée simultanément par divers
signaux et souléve la question suivante : 'hypgehgourrait-elle étre un centre intégrateur

des signaux d’entrainement du systéme circadien ?

Effet d’'une surrénalectomie sur le rythme des hogles périphériques

Une étude réalisée sur I'horloge du foie a moqtré, lors de restrictions temporelles
de l'accés a l'alimentation, I'horloge hépatiquamgérse avec une certaine inertie qui est due
au rythme imposé par I'horloge centrale des N®& Jes glucocorticoides (Le Minh et al.,
2001). Les poumons et I'hypophyse n’étant pas osl @amplétement entrainés par les

changements de disponibilité alimentaire, nous avoilonc cherché a savoir si les

87



glucocorticoides s’opposent a I'entrainement derldge de ces tissus. Ainsi, nous avons
étudié le comportement des différentes horlogeatiggpe, pulmonaire et hypophysaire, chez
des animaux ayant eu une lésion bilatérale deslgtasurrénales (surrénalectomie : Adx) et
qui ne peuvent plus sécréter les glucocorticoi@es animaux ont été placés en condition
DRF et NRF. Cette étude révele que le rythme derlblge des poumons, ainsi que celui de
I'horloge hypophysaire est inchangé suite a laéhallectomie, et ce, quelles que soient les
conditions d’alimentation (Figure R13). Il sembleond qu’aucune inertieyvia les

glucocorticoides, n'agisse comme un frein sur @olges hypophysaire et pulmonaire.

Conclusion :

L’ensemble des résultats de cette étude fait ajipan’existence de plusieurs classes
d’horloges périphériques. Certaines pourraient éteainées par I'alimentation, d’autres par
la lumiere. Ces travaux indiquent que I'horloge dplpysaire apparait comme étant une
horloge périphérique particuliere, puisqu’elle e comporte comme aucune de celles des
deux autres classes. Sa position anatomique pateyuste en-dessous du systeme nerveux
central et des NSC, pourrait lui permettre d’'ineékgdes signaux provenant a la fois de
'horloge centrale, et de la périphérie. Ainsi, yflophyse pourrait étre une horloge

particuliere située au cceur du systéme circadien.
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Figure R10 : Etude de la durée des jours sur leshimes des horloges hépatique et hypophysaire.
(A). Dans le foie, lorsque la photopériode est géan le rythme d’expression &er2 et Bmallreste
synchronisé sur la transition jour-nuit qui corrasg au début de la phase naturelle d’alimentation.
(B). Dans I'hypophyse, les variations de la photmaie entrainent une forte diminution de
I'amplitude des rythmes d’expressionf@er2 etBmall
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Figure R11 : Effets d’une inversion de la prise atentaire sur I'expression de Per2 et Bmall.
Dans le foie, l'inversion de la prise alimentail@RF) au bout d'1 et 3 semaines entraine I'inversion
des rythmes déer2 et Bmall, par rapport aux conditions contrbles (NRF). Aérse, dans les
poumons, l'inversion de la prise alimentaire nentfgapas les rythmes @er2et Bmall. Enfin, dans
I'hypophyse, l'inversion de la prise alimentaireraine un comportement intermédiaire, I'amplitude

des rythmes dPer2 etBmallest fortement diminuée.
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Figure R12 : Comportement de I'horloge des cellul€TH et GH, lors d’une inversion de la prise
alimentaire.

(A)(B) Les Immunofluorescences utilisant I'anticeranti-PER1 (en rouge) et un anticorps anti-
ACTH (en vert), au point bas (ZT8) et au point héZit16) d’expression de PER1, montrent que
I'expression de PER1 dans les cellules ACTH semlle constante en DRF. La quantification de

PER1, toutes les 4 heures, dans les cellules AGTdHe en NRF et DRF, montre également que dans
ces deux types cellulaires le rythme tend a s’aéén
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Figure R13: Les glucocorticoides ne sont pas respables de I'entrainement de I'horloge
hypophysaire.

Chez des animaux ayant subi une ablation des gasuteénales (Adx), les rythmes d’expression de
Per2 et Bmalldans le foie, le poumon et I'hnypophyse, en NRIPRF, suivent les mémes rythmes
que chez les animaux contréles (Sham).
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Mes travaux de these s’inscrivent dans la probiguma générale de I'étude des
mécanismes de pulsatilité des sécrétions endocrines

Une partie de mes travaux révele que I'horlogeaciienne participe au contrdle de la
sécrétion de I'hnormone de croissance GH et, paada,sur le métabolisme hépatique (Bur et
al., 2009). Des relations entre I'horloge et le abétisme avaient déja été montrées
précédemment (Gachon et al., 2006; Panda et ab2a20 mais notre étude apporte de
nouvelles informations. En effet, nous avons olisawe I'horloge circadienne contribue a
maintenir le dimorphisme sexuel qui existe dansé&abolisme hépatique, et cet effet passe
par le contréle de la pulsatilité de sécrétion d&¢ Galtération du profil hautement pulsatile
de la GH, chez les souris mal€sy-/-, qui n'ont plus d’horloge circadienne, aboutitaa |
féminisation de l'activité hépatique, tant au nivede I'expression génique que de l'activité
enzymatique. L’horloge circadienne est donc néaesgaour maintenir les différences
meétaboliques entre males et femelles, et cet piese par le maintien de la pulsatilité de GH
chez les méles.

Outre le contréle de la pulsatilité ultradienneGld, I'horloge circadienne intervient
dans d’autres types de pulsatilités. En effet, reeens vu qu’elle contréle aussi les cycles
infradiens liés a la reproductioAinsi, mes travaux de these illustrent le fait qué&horloge
circadienne peut contrOler des rythmes non-circadies.

Chez les DrosophildéBer® portant une mutation du géReriod le rythme ultradien du
chant est affecté (Kyriacou and Hall, 1980). Cedamis, qui ont une période dactivité
locomotrice diminuée en libre cours, ont aussi Ipériode ultradienne de chant réduite.

De la méme fagon, nos résultats obtenus sur lessgery-/- ainsi que ceux décrits par
le groupe de Takahashi, sur les sou@ck/Clock (Miller et al.,, 2004), montrent
implication de I'horloge dans les cycles infradgede la reproduction. Enfin, la mutatidau
de I'horloge circadienne, qui diminue la périodadiivité locomotrice chez les Hamsters en
libre cours, affecte aussi les rythmes ultradiees sécrétions de LH et de cortisol de ces
animaux (Loudon et al.,, 1994). La période de cabhnmgs ultradiens est augmentée.
(Remarque : la LH et le cortisol présentent respectent une forte rythmicité infradienne et
circadienne, mais elles sont aussi sécrétees anepulsatilité ultradienne).’ensemble de
ces études montre qu’il existe bien un lien entrehorloge circadienne et différents
rythmes biologiques non-circadiensCependant, cette relation n’est pas forcemenbtosj
linéaire. En effet, la diminution de la périodelibee cours de I'horloge circadienne entraine

parfois une diminution de la période des rythmes-ciccadiens, comme pour le chant des
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drosophilesPer® (Kyriacou and Hall, 1980), et parfois une augméatatcomme pour les
sécrétions hormonales des hamsters (Loudon et al., 1994).

Ces travaux soulevent tous la méme question : amhriihorloge circadienne
contrble-t-elle des rythmes non-circadiens ? Cejiestion centrale ouvre de nouvelles
perspectives d’études sur I'horloge circadiennsugigére que son fonctionnement est peut-
étre encore plus complexe que ce que nous avonwptrer en introduction. Ainsi, plusieurs
guestions pourraient étre abordées : Existe-tslhd®loges ultradiennes/ou infradiennes dont
le fonctionnement serait régulé par I'horloge ailieane ? L’horloge centrale des NSC
possede-t-elle aussi un fonctionnement ultradiéoueinfradien qui pourrait contréler des
rythmes non-circadiens ? L’horloge moléculaire odlet!'expression circadienne de certains
génes (CCG: Clock-Controlled Gene), mais peut-edlessi contréler [|'expression
ultradienne/infradienne d’autres genes impliquéssddes rythmicités non-circadiennes ? La
récente découverte de groupes géniques, ayaneptasharmoniques au cours d’'un cycle

circadien, abonderait dans ce sens (Hughes @0819).

1. Recherche des sites d’actions de I'horloge circadine.

Plusieurs niveaux d'implication de I'horloge cidbanne dans le controle des
pulsatilités endocrines de la GH, comme de la iyetion, pourraient étre envisages :
- les NSC
-les neurones neuroendocrines

-I'hypophyse.

Implication des NSC dans les pulsatilités neuroecdoes

Difféerentes études basées sur des expériencedsiamd des NSC ont montré que
I'ablation des NSC aboutit a I'abolition de la s#awn, infradienne, préovulatoire de LH, et a
I'altération de la sécrétion de prolactine (Dunnakt 1980), ou encore a l'altération de la
puslatilité sécrétoire de GH, chez des rats maBsstafsson et al., 1978; Willoughby and
Martin, 1978). Dans certains cas, il a méme ététraogue les rythmes neuroendocrines
peuvent étre restaurés par une transplantatioredemmnes des NSC (Meyer-Bernstein et al.,

1999). Il existe donc plusieurs exemples d’'implmatde I'horloge des NSC dans le contréle
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des sécrétions hormonales. Chez les sddris/-, dont le fonctionnement circadien des
neurones des NSC est altéré (Albus et al., 2002)peaut imaginer que les libérations des
neurotransmetteurs VIP et/ou AVP en direction degsrones neuroendocrines soient aussi
affectées, engendrant l'altération du signal ciadecu par les neurones GnRH, GHRH,
SIRH... Un mauvais contrdle temporel de I'activileé ces neurones neuroendocrines par les
NSC pourrait alors aboutir a laltération des ptilééds des axes somatotropes et
gonadotropes expliquant ainsi les différents phgrest de taille et de reproduction observés

chez les mutantSry-/-.

Réle des génes horloges dans les neurones neuroenis

Un grand nombre de structures du systeme nervieisx gue de nombreux organes
périphériques expriment aussi les genes horlogbs @ al., 2002; Yamazaki et al., 2000).
Les neurones neuroendocrines font partie de cekatears périphériques qui expriment les
genes horloges (Kriegsfeld et al., 2003). Par exenmes neurones GnRH ou les lignées de
cellules GT-1 (neurones GnRH immortalisés) (Olcesal., 2003) mais aussi les neurones
TIDA (Sellix et al., 2006), qui sécretent la Dopamidans I'éminence médiane, expriment les
genes horloges. De plus, l'altération de I'horlageléculaire des cellules GT-1 aboutit a la
perturbation du profil sécrétoire de GnRH (Chappell., 2003). Il serait intéressant de voir
si ce qui est observé i@x-vivqg a aussi lieuin-vivo. Ces résultats convergent vers le fait que
gue I'horloge des neurones neuroendocrines pouktest directement impliquée dans leur
fonctionnement pulsatile.

L’expression d’'un certain nombre de génes, les CCIGck-Controlled Gene) dépend
du meécanisme moléculaire de I'horloge. On peut im&gqu’'au sein des neurones
neuroendocrines, I'expression de certains gengdigues dans le fonctionnement rythmique
des neurones et/ou dans la machinerie sécrétoiteggulée par I'horloge moléculaire. Une
étude montre, d'ores et déja, que I'expression elnegde la GnRH présent@;vivo, une
régulation journaliére (Gore, 1998). Il serait domi&ressant de rechercher si d’autres genes,
agissant directement sur le fonctionnement puésatilsécrétoire, peuvent aussi étre régulés
par I'horloge circadienne des neurones neuroenuesri

Sachant que l'activité électrique des neuronesa@sélée a leur activité sécrétoire, on
peut aussi penser que I'expression de I'horloge tiEsneurones neuroendocrines contribue a

réguler leur activité électrique et sécrétoire.shinl serait intéressant de comparer I'activité
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électrique et les rythmes sécrétoires de differaatgones neuroendocrines, issus d’animaux
sauvages et d’animaux n’ayant plus d’horloge cieraake fonctionnelle, comme les mutants
Cry-/-.

Réle de I'horloge moléculaire au sein de I'hypopleys

Mes travaux de thése ont permis de mettre en edéexpression de géenes et de
protéines horloges dans I'hypophyse et plus préwsé dans les différents types cellulaires
endocrines de I'hypophyse. Ces résultats souléwsntcertain nombre de questions :
L’horloge intrahypophysaire peut-elle faire parties mécanismes intrinseques qui
contribuent a son fonctionnement pulsatile ? Comm@xpression des genes horloges
pourrait-elle étre liee aux sécrétions hormonal€ofment les genes horloges, exprimeés
avec un rythme circadien dans toutes les cellutso@ines, pourraient-elles controler de

facon différente le fonctionnement des cellulesoenides relativement a leurs pulsatilités ?

Afin de répondre a ces questions, les rythmesdesetions hypophysaires pourraient
étre enregistrésex-vivg en absence de toute influence hypothalamique,l'ip@ubation
d’hypophyse ou de fragments d’hypophyse, issusodesWT etCry-/-, comme cela a déja
ete effectué pour des hypophyses de rats (PereHgner, 1990). La comparaison des
profils permettra d’identifier si I'horloge intrapgphysaire joue un rdéle dans les pulsatilités

des sécrétions endocrines de I'hypophyse.

Afin de connaitre le role de I'horloge intrahypgeghire,in-vivo, sur les sécrétions
d’hormones, on peut envisager de générer des gumisuses dhe altération de I'horloge
ciblée, dans un type cellulaire de I'hypophysePar exemple, des souBsnal1®* (Storch et
al., 2007) dans lesquelles I'norloge peut étre ttamuhellement inactivée, pourraient étre
croisées avec des souris de la lignée @k dans lesquelles la recombin&3e (Luque et al.,
2007) est sous le contréle du promoteur de la Gas. dourisBmall®"Cre obtenues seront
alors dépourvues d’horloge dans les cellules GHgueament. Chez ces souris, différents
parametres, reflétant la pulsalitlité de GH, poemtd étre mesurés. La comparaison
phénotypique des mutants ubiquitaires de I'horlggeuris Bmall-/- “MV"C®) avec les

mutants spécifiques (ex : souBsnall®"'Cre ), ainsi que I'étude de la pulsatilit¢ GH, nous
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permettra de distinguda part que joue I'horloge intra-hypophysaire dansla pulsatilité
GH.

Enfin, il serait intéressant de regarder si I'bgd participe aux mécanismes
intercellulaires qui contribuent a I’harmonisatida 'activité endocrine de la glande. Nous
avons vu, en introduction, que les cellules somapets forment un réseau en 3 dimensions
qui serait aussi impliqué dans le fonctionnemensatiile de la glande (Bonnefont et al.,
2005). Des molécules d’adhérence comme les Cadiséeindegs-Caténines soutiendraient ce
réseau. Or, il a été récemment montré que ces oledorment un complexe avec une
protéine CK2 (Caseine Kinase 2) qui participe pliéewas a I’horloge moléculaire (Wang and
Jones, 2006). La phosphorylation @e€aténines pourrait donc étre controlée par I'hgelo
circadienne, suggérant alors que le réseau delexltH pourrait lui aussi étre modulé de
facon circadienne. Il existe donc un lien potentiefre les composants du réseau de cellules
GH et les génes horloges eux-mémes. Afin de vdie séseau de cellules GH pourrait étre
modulé de facon circadienne par I'horloge, et d& @b cette modulation pourrait étre
impliqguée dans l'activité rythmique des cellules GH serait intéressant d'étudier la
répartition tridimensionnelle des cellules GH clexz souris male€ry-/- qui présentent une

altération de la pulsatilité GH.

2. Perspectives a plus long terme.

L’implication de I'horloge circadienne dans le tdie des pulsatilités endocrines

pourraient aboutir, a plus long terme, a différengerspectives cliniques :

Intérét dans la chronothérapie

L’horloge circadienne participe au maintien desfédédnces de métabolismes
existantes entre les males et les femelles, plhials du contrbéle de la sécrétion de GH. Ces
résultats pourraient trouver des applications pmles dans le domaine de la
chronomédecine qui vise a optimiser les traitemené&licamenteux en jouant sur leur

moment d’administration. En effet, une étude cliigmenée sur des patients atteints d’un
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cancer du colon en phase métastasique, rapportelaguéponse a une chimiothérapie
chronomodulée est tres différente entre les homehdss femmes (Giacchetti et al., 2006).
Cependant, les mécanismes expliquant cette différesont inconnus. Le lien entre le
dimorphisme sexuel du métabolisme hépatique, resia de la détoxification, et I’horloge
circadienne réveélé dans notre étude pourrait peeiedtoute son importance. Il pourrait aussi
étre a la base de processus de « personnalisatites »traitements chronomodulés qui
dépendraient non seulement du sexe des patienssanssi de leurs chronotypes.

Amélioration de la prise en charge des problemedeattlité féminine.

L’horloge circadienne joue aussi un rble importdans la fonction de reproduction
des femelles. Ces travaux pourraient trouver deficagpions cliniques en vue de la prise en
charge des femmes présentant fréquemment des mebléle fertilité dus a de fortes
perturbations de leur horloge circadienne inteeneause du travail de nuit ou en horaires
décalés (ex : les hbtesses de I'air, les infirnseretc) (Boden and Kennaway, 2006; Boivin
et al., 2007; Lauria et al., 2006; Su et al., 2008hata and Sasakawa, 1982). En effet, ces
femmes sont plus sujettes aux cycles menstru@guliers, aux troubles de I'ovulation, aux
fausses couches, aux accouchements prématuré®, deitsauses qui altérent leur capacité de
reproduction. Relativement a ces résultats, ilimgiortant de noter qu’en France, 30% des
problemes d’infertilité chez les femmes sont praws) par des troubles de I'ovulation
(AFFSSAPS). Il apparait donc comme essentiel de poendre comment [I'horloge
circadienne interne joue sur la reproduction. Ues pistes a explorer serait de déterminer le
réle du Kisspeptine (Kp) / et de son récepteur GPH&ns le contrdle circadien de la
reproduction. En effet, ce systéme récemment dé&byoue un rdle essentiel dans le
déclenchement de la puberté et dans la régulatéomadreproductionDes mutations du
GPR54 empéchent la puberté des souris qui restartt stériles (Seminara et al., 2003) et
sont a I'origine d’'un hypogonadisme hypogonadotjapiidiopathique chez les humains. De
plus, le Kp est un stimulateur puissant de I'axeaglntrope qui agit en amont des neurones a
GnRH. Il stimule la libération de GnRH qui actiee llbération des gonadotrophines LH et
FSH, et ce, chez plusieurs espéces (Dhillo et28D5; Gottsch et al., 2004; Matsui et al.,
2004; Messager et al., 2005; Shahab et al., 206%thSet al., 2006c). Aussi, chez les
femelles, le Kp a un rble essentiel dans le déblement de I'ovulation (Smith et al., 2006c¢).

Enfin, le systtme Kp/GPR54 est aussi capable gjiietédes informations temporelles pour
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ajuster I'activité de reproduction au moment lesptuiopice (Revel et al., 2006; Simonneaux
et al., 2009). Des études récentes ont aussi siggdt existe un lien anatomique entre les
NSC et les neurones de Kp de I'AVPV (Smith et2006a)Figure 33). De plus I'expression

du gene du Kp semble aussi étre régulé de facoadienne (Robertson et al., 2009).

alteration des rythmes circadiens

troubles de I'ovulation

|

ovulation

Figure 33: Représentation schématique des voies atmtrole de l'ovulation par I'horloge
circadienne interne.

Les neurones Kp de '’AVPV pourraient donc constitune voie d’entrée de I'horloge
circadienne pour le contréle de I'ovulation (Fig®®). Par conséquent, toutes les altérations
du systéme circadien, comme celles présentes ekeleinmes qui travaillent de nuit ou en
horaire décalés, sont susceptibles d’entrainetrdables de I'ovulation et donc de la capacité
de reproduction. La compréhension de ces voiesgelation devrait permettre de trouver
des sites d’actions pour de nouvelles drogues pgaamede controler au mieux la

reproduction.
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Involvement of the circadian clock in the endocringulsatility.

The pulsatility of hormones secretion is crucialtihe endocrine system, because it
confers to hormones: a role and their efficienaythis respect, the objective of my thesis was
to study the involvement of the circadian clockjatihcontrols the daily rhythms of numerous
aspects of the physiology and behavior, in thesle@ime pulsatilities.

In the first part of my work, we studied two fuioets involving a neuroendocrine

pulsatile activity - body growth and female reprotion-, in the knock-out mic€ryl-/-Cry2-
/-, devoid of a functional circadian clock. The measults indicate, at first, that the circadian
clock interferes with the GH ultradian pulsatilitgnd secondly, that the circadian clock is
necessary for the preservation of the infradiardesybound to the reproduction. This study
shows, on one hand that, the circadian clock pkysle in mechanisms responsible for
hormonal pulsatility, and on the other hand, thé& tircadian clock can control non-circadian
rhythms.

The second part of my work consisted in understandt which level the clock may
act to regulate the endocrine pulsatility. We warterested in the pituitary gland, an
important gland of the endocrine system, which gmesvarious types of pulsatility, circadian
and not circadian. The pituitary gland expresses rtfain the clock genes and proteins
according to a daily rhythm. And, although the was cells which compose the pituitary have
a different endocrine rhythmic functioning, theloaks are in phase. Finally, the pituitary
clock seems to integrate various signals, suchgas and food. This characterization serves
as a basis for new studies to understand if thatgaiy clock could also coordinate the activity

of the endocrine cells within the gland and solitate the genesis of a global pulsatility.



RESUME

La pulsatililité des sécrétions hormonales estiatea dans le systéme endocrine,
puisqu’elle confere aux hormones : leur réle etr lefficacité d'action. Dans ce cadre,
I'objectif de ma thése a été d’étudier I'implicatide I'horloge circadienne, qui contrble les
rythmes journaliers de nombreux aspects de la plogge et du comportement, dans ces
pulsatilités endocrines.

Dans un premier temps, nous avons étudié deuxtidmscimpliquant une activité
neuroendocrine pulsatile - la croissance et laodystion -, chez les sourGryl-/-Cry2-/-,
dépourvues d’horloge circadienne fonctionnelle. Lpsncipaux résultats indiquent,
premiérement, que I'horloge circadienne interfévecala pulsatilité ultradienne de GH, et
deuxiemement, que I'horloge circadienne est néaesaa maintien des cycles infradiens liés
a la reproduction. Cette étude montre, d’'une g, I'horloge circadienne joue un rdéle dans
les mécanismes responsables des pulsatilités hatespnet d’autre part, qu’elle peut
contrbler des rythmes non-circadiens.

Dans un second temps, afin de comprendre a queaumil’horloge agit pour réguler
les pulsatilités endocrines, nous nous sommesesgés a I’hypophyse, une glande majeure
du systéme endocrine, qui présente difféerents tygespulsatilités, circadiennes et non
circadiennes. L’hypophyse exprime les principaunegeet protéines horloges avec un rythme
journalier. Et, bien que les différentes cellulesd@crines qui la composent, aient un
fonctionnement rythmique différent, leurs horlogesnt en phase. Enfin, I'horloge
hypophysaire semble intégrer différents signauwa: llmiere et la nourriture. Cette
caractérisation sert de base pour de nouvellesegtwisant a comprendre si I'horloge
hypophysaire pourrait aussi coordonner l'activié dellules endocrines au sein de la glande
et ainsi favoriser I'émergence d'une pulsatilitégle.

DISCIPLINE : Chronobiologie, Endocrinologie

MOTS-CLES : Horloge circadienne, pulsatilités endocrines, hypse antérieure, génes
horloges, GH, reproduction, rythmes ultradiens|eymfradiens.
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