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« On ne peut se soustraire à l’ha ula o e o  e peut se soust ai e au te ps » 

Jean-Christophe Cassel, soutenance de thèse de Victor Mathis (8 Décembre 2016) 

 



 

 

FIGURE 1 : HORLOGE FLORALE DE LINNE, 1751. Carl o  Li  pe to ia l heu e de d ploie ent et reploiement 

des p tales de plusieu s esp es de fleu s. Il s le tio a uel ues u es d e t e elles pou  les pla e  dans un 

ja di  selo  u  o d e h o ologi ue de a i e à o aît e l heu e e  o se a t seule e t l pa ouisse e t 
des plantes. 

 



Rythmes circadiens – Petit lexique de chronobiologie 
 

1 

Introduction 

Sans o t e au poig et, ous pou o s ous ep e  da s le te ps pa  u  si ple oup d œil au 
dehors ou en nous fiant à notre estomac. Ce tai s e a i e t à d te i e  l heu e a e  u e telle 
p isio , u o  se de a de ait s ils o t pas u e ho loge dans leur tête. 

Dès le XVIIIe siècle, des savants observère t l a ti it  th i ue des pla tes. La se siti e ou mimosa 

pudica efe e ses feuilles lo s d u  sti ulus a i ue ais gale e t du a t la uit, et ce même 

placée dans une cave sans possibilité de voir la lumière du jour D O tous de Mai a , . En 1751, 

Carl von Linné imagina une horloge végétale dans laquelle chacune des plantes fleurirait à un 

o e t u i ue de la jou e, pe etta t de d te i e  l heu e en regardant les fleurs écloses du 

jardin (voir FIGURE 1; von Linné, 1751). 

De l o ga is e u i ellulai e au  a if es, tous les t es i a ts su  la Te e doi e t s adapte  au  
variations environnementales. Et à cette fin, les organismes ont su développer des mécanismes leur 

permettant de mesurer le temps qui passe (Bell-Pedersen et al., 2005). En effet notre corps est 

ha ue jou  le th ât e d a ti it s ph siologi ues qui se succèdent périodiquement : libération 

d ho o es (ex. mélatonine, cortisol, hormone de croissance), changement de température et 

d a ti it  ex. cycle veille/sommeil), etc (voir FIGURE 2 ; Hastings et al., 2007). Ces exemples ont leur 

rythme synchronisé avec l alternance du jour et de la nuit, sans que ela e soit u une simple 

réponse passive aux changements environnementaux : en dehors de tout stimulus extérieur, ces 

cycles continueront d u e a i e e dog e (Hastings et al., 2007). Ces les d e i o  h sont 

nommés rythmes circadiens1 en référence au latin circa (proche) et dies (jour). 

 

FIGURE 2 : DIFFERENTS RYTHMES CIRCADIENS 

CHEZ L’HUMAIN. L a ti it  lo o ot i e, la 
température corporelle, le niveau 

hormonal (mélatonine, hormone de 

croissance, cortisol), la pression sanguine 

sont des exemples de paramètres 

physiologiques et comportementaux 

présentant un rythme circadien. En effet, 

ces rythmes perdurent également en 

obscurité constante. La bande verticale 

grise représente la nuit. Adapté de 

Hastings et al., 2007. 

                                                           
1
 D aut es th es e iste t da s ot e ph siologie ui e se o t pas d elopp s da s e a us it : les 

th es ult adie s p iode i f ieu e à h  et à l i e se les th es i f adie s p iode sup ieu e à 24h). 
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1. Rythmes circadiens 

1|1. Petit lexique de chronobiologie 

Les jours et les nuits se succèdent. En laboratoire, on recrée cette alternance grâce à l établissement 

d un cycle dit LD1 : , soit h de lu i e et h d o s u it . En effet, la lumière est un puissant 

synchronisateur externe apa le d e t aî e  les so ties ph siologi ues ou o po te e tales de 
l ho loge e . l activité locomotrice ; Pittendrigh, 1993; LeGates et al., 2014). Pou  s aff a hi  de 
l heu e ast o o i ue, il a t  o e u de se f e  au te ps par rapport à la lumière. De ce fait, 

ZT0 pour Zeitgeber
2 représente le début de la phase lumineuse. Mais la lu i e est pas le seul 

synchronisateur. D aut es fa teu s non photiques o t i ue t à l ajuste e t de l ho loge iologi ue 
tels que la température ambiante, l a ti it  ph si ue, la prise alimentaire ou la prise de drogue pour 

pe ett e à l o ga is e d t e e  phase a e  l e i o e e t e t ieu  (Granados-Fuentes et al., 

2004b; Honma & Honma, 2009; Challet & Mendoza, 2010; Schroder & Esser, 2013). On peut prendre 

le décalage horaire comme exemple de désynchronisation entre notre horloge interne et 

l e i o e e t (Reid & Abbott, 2015). 

Lo s ue l o  pla e u  a i al en condition constante (sans variation de luminosité ni de 

température : en DD3), la période de son activité locomotrice, également appelée τ, ne sera plus 

égale à 24h et présentera chaque jour un léger décalage (Pittendrigh & Daan, 1976). Ceci est 

gale e t ala le pou  les aut es so ties de l ho loge (voir partie 2|2.c). En condition constante, 

est l e p essio  de la p iode e dog e de l ho loge ui prédomine, celle ci est alors en libre cours 

(illustration en FIGURE 3). Puis ue u il  a plus de repères temporels en condition constante, le 

te ps est elati is  e  fo tio  de l a ti it  lo o ot i e de l i di idu. Par convention, CT0 pour 

Circadian Time ep se te le d ut de l a ti it  d u  a i al diu e et CT  elle d u  a i al 
nocturne (Golombek & Rosenstein, 2010). 

FIGURE 3 : ACTOGRAMME EN DOUBLE REPRESENTATION D’ANIMAUX NOCTURNES MAINTENUS EN LD PUIS EN DD. Un 

a tog a e est la ep se tatio  de l a ti it  lo o ot i e, sig al e pa  les a des oi es. Pou  plus de 
visi ilit , ha ue lig e ep se te  jou s o s utifs. La p iode d o s u it  est i di u e pa  les zo es g ises. 
En LD, ZT0 correspond au début du cycle de lumière et si celui-ci est un cycle 12:12, alors ZT12 correspond au 

d ut de la phase d o s u it . Pa  convention, chez un animal nocturne maintenu en DD, CT12 correspond au 

d ut de so  a ti it  lo o ot i e. S il ai tie t u  le : , alo s CT  o espo d à la fi  de ette a ti it . 
La p iode de l a ti it  lo o ot i e τ) est en libre cours : elle est sup ieu e à h su  l a tog a e de gauche 

ta dis u elle est i f ieu e à h su  elui de droite. CT : Circadian time ; ZT : Zeitgeber time. 

                                                           
1
 Light/Dark en anglais 

2
 Signifie donneur de temps en allemand 

3
 De l a glais, Dark/Dark 
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Dans le domaine de la h o o iologie, diff e ts pa a t es d u e os illatio  so t tudi s (voir 

FIGURE 4). Pour cela, l uatio  d u e ou e si usoïdale est utilisée comme modèle mathématique 

pour extraire :  la p iode ui est le te ps is pa  la ou e pou  e e i  à so  poi t d o igi e,  le 
mésor ou la moyenne de tous les poi ts d u e p iode do e,  l a plitude ui o espo d à la 
valeur entre le maximum et le mésor et enfin 4) la phase qui indique à quel moment un point précis 

de la courbe arrive l a ophase ep se te la phase du pi  de l os illatio  et so  opposé, la 

bathyphase, celle du creux). Deux oscillations peuvent être en phase c'est-à-dire avoir leur acrophase 

au même moment, ou inversement être en anti-phase au uel as l a ophase de l u e o espo d a 
à la ath phase de l aut e. Si es deu  os illations sont en phase, en anti-phase ou avec un même 

temps 𝑡 de d alage, o  di a u elles so t oupl es. Elles os ille t de faço  synchrone. 

FIGURE 4 : DIFFERENTS PARAMETRES D’UNE 

OSCILLATION SUIVANT UNE COURBE 

SINUSOÏDALE. On caractérise une oscillation 

par sa période (en rouge), son amplitude 

(en vert) et sa phase. Dans cet exemple, la 

phase ep se t e est l a ophase e  
leu . L os illatio  oi e est oupl e au  

deux autres oscillations en pointillés. Plus 

précisément, elle se trouve en anti-phase 

a e  l os illatio  g ise e  poi till  lo g. Il 
est possible de savoir le degré de décalage 

entre deux oscillations en calculant leur 

différence de phase (Δ). 

1|2. Une horloge dans la tête 

Le rythme circadien le plus évident est le cycle veille/sommeil contrôlé par un noyau de 

l h pothala us a t ieu , le o au sup a hias ati ue SCN , qui a été désigné comme principal 

pacemaker circadien (Reppert & Weaver, 2001). En effet, suite à sa lésion, la rythmicité des cycles 

veille/sommeil, de la libération de corticostérone ainsi que de la prise de boisson et de nourriture a 

été abolie chez les rongeurs (Moore & Eichler, 1972; Stephan & Zucker, 1972; Nagai et al., 1978). Afin 

de confirmer que le SCN initie ces activités rythmiques, il a été détruit par lésion électrolytique chez 

un hamster « sauvage ». A la pla e, le SCN d u  ha ste  ayant une mutation appelée Tau lui a été 

greffé. Ces hamsters mutés ont une période d a tivité locomotrice plus courte (τ < h) qui est le fruit 

d u e utatio  de la as i e ki ase  (CKI  ; Vanselow & Kramer, 2007). Après récupération, le 

hamster sauvage g eff  p se tait u e p iode d a ti it  se la le à eu  a a t u e utatio  Tau, 

et vice versa (Ralph et al., 1990). Ces sultats o t pe is d ta li  la théorie selon laquelle le SCN 

mettait en place les rythmes biologiques, et cela à pa ti  d une innervation directe des tissus 

centraux et périphériques mais également via des signaux diffusibles (Silver et al., 1996; Ueyama et 

al., 1999; Balsalobre et al., 2000). 

2. Le SCN 

Le SCN est une structure bipartite dont chacun des noyaux comportent 10 000 neurones chez la 

souris (Welsh et al., 2010). Il est situé près du 3e ventricule ventral chez les mammifères, juste au-

dessus du hias a opti ue o e so  o  l i di ue. Le SCN est une horloge autonome : l a ti it  
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de ses cellules est synchronisée et est auto-entretenue (Welsh et al., 2010). Elles déchargent de 

façon rythmique avec une activité plus forte le jour que la nuit, même en étant dissociées les unes 

des autres. Cependant, cette dissociation entraîne une désynchronisation entre les cellules : la 

période et la phase diffèrent alors pour chacune d e t e elles (Welsh et al., 1995). La capacité du SCN 

à coordonner l activité de ses cellules pa  u  fo t ouplage lui pe et d a oi  u e p isio  
d ho loge  (Welsh et al., 1995; Herzog et al., 2004a). Et grâce à ce couplage, le SCN oscille de son 

p op e hef sa s a oi  e ou s à d aut es impulsions. 

2|1. Machine moléculaire1 

a. Boucle principale : induction 

Les cellules du SCN ont la faculté de maintenir un rythme stable et endogène grâce à une machinerie 

moléculaire composée de boucles autorégulées de rétrocontrôle transcriptionnel (Takahashi et al., 

2008; Takahashi, 2017; Welsh et al., 2010). Une vue simplifiée de cette horloge décrit les facteurs de 

transcription BMAL1:CLOCK comme un hétérodimère se fixant sur des sites E-box situés notamment 

sur le promoteur des gènes Période (Per1-3) et Cryptochrome (Cry1-2). Les protéines PER et CRY 

s h t odi ise t et se t a slo ue t da s le o au afi  d empêcher le complexe BMAL1:CLOCK de 

se fixer aux sites E-Box et donc d activer la transcription de leurs gènes cibles. Ainsi PER et CRY 

entravent leur propre transcription jus u à ce u il  ait plus assez de di es pou  soutenir 

l i hi itio  (voir la boucle rouge de la FIGURE 5 ; Takahashi et al., 2008; Takahashi, 2017; Welsh et al., 

2010). 

Des études se sont penchées plus en détails sur la boucle négative : les p ot i es PER et CRY o t 
pas tout à fait le e ôle. D u e pa t, CRY  se fi e u i ue e t su  BMAL  alo s ue PER  peut se 
lier à CLOCK et à BMAL1 mais avec une moindre affinité pour cette dernière (Langmesser et al., 

2008). Cette différence de fixation peut expliquer le fort impact inhibiteur des protéines CRY sur la 

transcription engendrée par BMAL1. En effet, CRY1 se lie à BMAL1 sur sa partie C-terminale non loin 

des sites de fixation de co-fa teu s essai es à l activation de la transcription (Langmesser et al., 

2008). D aut e pa t, la p ot i e PER  pe et au  p ot i es CRY de ieu  se fi e  au o ple e 
BMAL1:CLOCK e  a t u e so te d hafaudage p ot i ue (Ripperger & Albrecht, 2012). Les 

protéines PER et CRY sont co-dépendantes pour la translocation nucléaire avec une plus grande 

i po ta e pou  les p ot i es PER puis u elles so t e o e d te t es dans le noyau chez les doubles 

mutants2 Cry1-2 mais en moindre quantité (Lee et al., 2001; Ye et al., 2014). De toutes les isoformes, 

la p ot i e PER  est elle ui a le oi s d i pa t su  les ou les de gulatio . E  effet, sa utatio  
e t aî e au u  ph ot pe pa ti ulie  au i eau de l ho loge, e hez des dou les uta ts2  

Per1/Per3 ou Per2/Per3 (Bae et al., 2001; Shearman et al., 2000a). Son rôle se situerait plus en aval 

en modulant les gènes qui constituent les sorties de l horloge. 

 

                                                           
1
 L ho loge ol ulai e se p se te sous diff e tes fo es hez d aut es espèces (ex. cyanobactéries, plantes, 

Drosophila melanogaster, Neurospora crassa) mais elles ne seront pas abordées dans ce manuscrit en se 

fo alisa t u i ue e t su  l ho loge des a if es, la sou is ta t o  od le a i al 
2
 Mutations entraînant des pertes de fonction 
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FIGURE 5 : L’HORLOGE MOLECULAIRE. La boucle rouge représente la boucle principale dans laquelle le complexe 

BMAL1:CLOCK active la transcription de Per et Cry dont les protéines inhiberont leur propre transcription. La 

boucle bleue correspond à la boucle de consolidation dans laquelle ROR et REV-ERB activent et inhibent 

respectivement la transcription de Bmal1. La boucle noire représente la boucle de stabilisation et de 

d g adatio  da s la uelle CKI /  et GSK β phospho le t alo s ue PP  et PP  d phospho le t les p ot i es 
CRY, PER et REV-ERB. Une trop grande phosphorylation conduit à une dégradation protéaso ale. De plus, CKI  
i hi e so  a ti it  e  s autophospho la t et CRY i hi e l a ti it  de PP . Adapt  de Ko & Takahashi, 2006; 

Ripperger & Albrecht, 2012. 

Mais uel est l i t t d a oi  de ultiples fo es d u e p ot i e da s l ho loge ol ulai e ? 

Chaque isoforme a son propre rôle mais cette redondance partielle des protéines horloges permet 

de garder stable les oscillations si une mutation survient sur un gène horloge, e  l a se e de tout 
zeitgeber (ex. en DD ; Vitaterna et al., 1994; Zheng et al., 1999; Bae et al., 2001; Zheng et al., 2001). 

b. Boucle secondaire : consolidation 

D aut es p ot i es e t e t également en jeu rendant le système plus complexe. Les récepteurs 

nucléaires orphelins des familles ROR1 (α-β) et REV-ERB2 (α-β) sont également des facteurs de 

transcription régulés par un site E-Box et forment une deuxième boucle moléculaire qui va ainsi 

                                                           
1
 De l a glais retinoic acid-related orphan receptor  

2
 De l a glais reverse viral erythroblastis oncogene product 
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consolider la boucle principale (Triqueneaux et al., 2004). Les protéines RORα et REV-ERBα entrent 

en compétition pour interagir a e  l l e t ROR du p o oteu  de Bmal1 afin de pouvoir 

respectivement activer e g e ou l i hi e  (voir la boucle bleu de la FIGURE 5 ; Preitner et al., 2002; 

Sato et al., 2004; Akashi & Takumi, 2005; Guillaumond et al., 2005). En outre, la protéine PER2 

pa ti ipe gale e t à ette deu i e ou le e  gula t l e p essio  du g e Rev-Erbα (Ripperger & 

Albrecht, 2012). De ce fait, la quantité d ARN et de protéines issus des gènes Bmal1, Cry1, Per1, Per2 

se e a di i u e lo s ue la p ot i e PER  est ut e, e t ai a t la le e de l i hi itio  du g e 
Rev-Erbα (Zheng et al., 1999; Bae et al., 2001; Ripperger & Albrecht, 2012). 

c. Stabilisation et dégradation (autre mécanisme de régulation) 

Pou  ussi  à i pose  u  th e de h, il est essai e u u  d lai suffisa e t g a d soit ta li 
entre le moment de la production des protéines PER et CRY et leur action inhibitrice. Ceci sera 

possi le g â e à l a tio  de diff e ts fa teu s ui odule o t l a o da e, la lo alisatio  
sub- ellulai e et l a ti atio  ou l i a ti atio  des p ot i es (Vanselow & Kramer, 2007). 

Les protéines CLOCK, BMAL1, CRY et PER sont phosphorylées in vivo pa  l a tio  de as i es ki ases 
CKI , CKI , GSCK3-β1) et déphosphorylées par des protéines phosphates (PP1, PP5 ; voir la boucle 

noire de la FIGURE 5 ; Lee et al., 2001; Akashi et al., 2002; Eide et al., 2002; Harada et al., 2005; 

Gallego et al., 2006; Partch et al., 2006; Yin et al., 2006; Vanselow & Kramer, 2007). L a ti it  de PER2 

est directement liée à son niveau de phosphorylation : la kinase GSCK3-β favorise sa translocation 

nucléaire alors que la CKI  démarre la signalétique permettant la dégradation protéasomale (Eide et 

al., 2005; Iitaka et al., 2005; Vanselow & Kramer, 2007). E  effet, l a tio  des kinases CKI , CKI  et 

GSK3-β déstabilisent les protéines PER, CRY2 et REV-ERB (selon leur affinité) qui seront par la suite 

reconnues puis poly-ubiquitinilées pa  l u i uiti e ligase et do  a e es au protéasome (Eide et al., 

2002, 2005; Harada et al., 2005; Yin et al., 2006; Virshup et al., 2007). A l i e se, l a sence de 

phosphorylation sur BMAL  i duit u e di i utio  de l a ti it  de t a s iptio  liée au complexe 

BMAL1:CLOCK (Eide et al., 2002; Virshup et al., 2007). 

Pou  su e , les ki ases o t u e a tio  e  fa eu  de l a l atio  de l ho loge et les phosphatases 
contre ala e et effet e  sta ilisa t les p ot i es, et de e fait, ale tisse t l ho loge. Il faut 

également prendre en compte que la CKI  s i a ti e en s auto-phosphorylant, mais la PP5 permet de 

maintenir sa stabilité et son activité enzymatique. S ajoute t les protéines CRY qui inhiberont 

l a ti it  de la PP5, ce qui aboutira finalement à la d g adatio  de la CKI  (Partch et al., 2006). 

Des mécanismes post-transcriptionnels comme la rétention nucléaire des ARN messagers par des 

corpuscules subnucléaires (paraspe kles  o ple ifie t d auta t plus le s st e (Torres et al., 2018). 

En effet, les composants des paraspeckles et le nombre des paraspeckles suivent une expression 

circadienne dans les cellules hypophysaires. Ce mécanisme post-transcriptionnel permet donc de 

o t ôle  l e p essio  i adie e des ARN essage s (Torres et al., 2017). Finalement, est 
l i te a tio  de toutes ces protéines (de la boucle principale, secondaire et de régulation) qui 

induisent une horloge moléculaire do t la p iode est d e viron 24h. Ces gènes et leurs produits, 

faisa t pa tie de ette a hi e ie ol ulai e, so t ualifi s d « horloges ». 

                                                           
1
 Glycogen synthase kinase 3-β 
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d. Décours temporel 

Dans le SCN, la protéine CLOCK étant constitutive, le complexe suit la rythmicité de la protéine 

BMAL1 dont le gène est exprimé en plus grande quantité durant la nuit (Shearman et al., 2000b). Les 

gènes de la ou le d i hi itio  t oa ti e (Per1-2, Cry1-2 et Rev-E α) sont plus exprimés durant le 

début du jour (Guilding & Piggins, 2007; Takahashi et al., 2008). L ajout de phosphate su  les 
diff e ts sidus d a ides a i s va pe ett e au  p ot i es PER et CRY d t e t a slo u es da s le 
noyau en fin de journée (Vanselow & Kramer, 2007). PER2 permet à CRY de se lier sur le complexe 

BMAL :CLOCK e o e fi  à l ADN afi  d e p he  le e ute e t de fa teu s de t a s iptio  

(Langmesser et al., 2008; Ye et al., 2014). PER  i hi e l e p essio  du g e Rev-E α pour lever 

l i hi itio  de Bmal1 (Ripperger & Albrecht, 2012). En fin de nuit, suite à l i hi itio  de leur propre 

transcription et à la dégradation protéasomique occasionnée par leur phosphorylation, il  a plus 
assez de protéines PER et CRY : l i hi itio  est donc levée. REV-ERBα va pouvoir de nouveau entrer 

e  o p titio  a e  ROR pou  i hi e  l e p essio  de Bmal1 (Guillaumond et al., 2005); PER et CRY 

o e e à s a u ule  da s le toplas e. Et le cycle recommence (voir FIGURE 6). 

 

FIGURE 6 : PROFIL D’EXPRESSION DES 

GENES ET DES PROTEINES HORLOGES AU 

COURS DU TEMPS DANS LE SCN. En fin de 

nuit, les protéines BMAL1 et CLOCK 

sont abondantes et activent la 

transcription des gènes Per, Cry et 

Rev-Erb. En début de jour, le niveau 

des protéines PER, CRY et REV-ERB 

est augmenté. REV-ERB inhibe la 

transcription de Bmal1 tandis que 

PER inhibe celle de Rev-Erb. En début 

de nuit, PER et CRY empêchent la 

transcription initiée par le complexe 

BMAL1:CLOCK et donc leur propre 

transcription. Adapté de Guilding & 

Piggins, 2007. 

 

 

2|2. L’Horloge dans son ensemble 

a. Entrée de l’horloge 

L ho loge biologique est d u e g a de gula it . Pou  ite  toute d i e, il faut u elle puisse se 
resynchroniser avec le monde extérieur. Cependant, il est pas essai e de « voir » la lumière 

(perception consciente). Des aveugles étant atteints de rétinite pigmentaire arrivent à détecter à plus 

de 75% la lumière leue lo s d u e e positio  prolongée (10 secondes). C est u e pe eptio  
inconsciente de la lumière (Vandewalle et al., 2013). Malg  l a se e de ô e et de âto et, des 
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so ties d ho loge persistent comme le th e jou alie  de l a ti it  lo o ot i e et la suppression de 

la mélatonine par la lumière (Czeisler et al., 1995; Freedman et al., 1999; Lucas et al., 1999). La 

perception non visuelle de la lumière reste possible grâce à un photopigment, la mélanopsine, dont 

la sensibilité optimale est de l o d e de la lo gueu  d o de du leu (≈480 nm ; Hankins et al., 2008), 

et qui se situe dans certaines cellules ganglionnaires de la rétine (RGC1, Provencio et al., 1998, 2000). 

Ces cellules intrinsèquement photosensibles (ipRGC) sont peu nombreuses (<5% des RGC) et ont été 

décrites pour la première fois en 2002 (Berson et al., 2002; Hattar et al., 2002). Elles sont activées 

directement par la lumière et intègrent également les informations des photorécepteurs ainsi que 

des autres cellules intermédiaires de la rétine (LeGates et al., 2014). Alors que les RGC jouent un rôle 

dans la formation et la perception des images, les ipRGC prennent part en plus, à la contraction 

pupillaire, au contraste, à la perception du mouvement, à la régulation du sommeil et à la 

odulatio  de l ho loge (Lucas et al., 2012; LeGates et al., 2014). En effet, il a été montré que des 

cellules de la rétine, plus précisément les ipRGC, projettent sur divers noyaux contenant une horloge 

et pour une grande partie sur le SCN (Hattar et al., 2002, 2006; Lucas, 2013). 

D aut es fa teurs comme les neurotransmetteurs peuvent influencer le SCN. Le neuropeptide Y 

provenant des feuillets intergéniculés latéraux du thalamus es h o ise l ho loge tout o e la 
sérotonine provenant du noyau du Raphé (Huhman & Albers, 1994; Glass et al., 2000). La libération 

rythmique de dopamine, quant à elle, e t aî e le SCN du fœtus e  développement da s l ut us de 
sa mère ais a l e aussi la es h o isatio  lo s d u  d phasage hez l adulte (Viswanathan et 

al., 1994; Grippo et al., 2017). 

b. Différents oscillateurs à l’intérieur de l’horloge 

Chaque cellule2 du SCN est capable d os ille  par elle-même après dissociation. Si elles sont 

transplantées dans un animal ayant une lésion du SCN, elles peuvent restaurer la rythmicité perdue 

pa  la atio  d îlots de cellules (Silver et al., 1990). 

Le SCN est composé de deux parties différentes en composition et en fonction (voir FIGURE 7). La 

région dorso-médiane appelée la coquille (ou shell en anglais) co-e p i e l arginine-vasopressine 

(AVP) et le GABA3 (Welsh et al., 2010). Les cellules observent une grande synchronie leur permettant 

de conserver un rythme très stable. Des projections vasopressinergiques et GABAergiques diffusent 

cette rythmicité à d aut es st u tu es ales. La région ventro-latérale appelée le noyau (ou core 

en anglais) co-exprime le GABA et le peptide vasoactif intestinal (VIP4) ou la GRP5 (Welsh et al., 2010). 

Les cellules de cette région montrent un rythme beaucoup plus instable, donc plus malléable, afin 

d intégrer les nouveaux signaux photiques transmis par la rétine. Il existe une communication 

VIPergique du core vers le shell pour que l e se le du SCN se synchronise à l e i o e ent 

extérieur. 

 

 

                                                           
1
 De l a glais retinal ganglion cells 

2
 A noter : les cellules ne sont pas forcément neuronales. Les cellules gliales participent également au bon 

fo tio e e t de l ho loge e  ta po a t le gluta ate e t a ellulai e (Brancaccio et al., 2017) 
3
 γ-aminobutyric acid / acide -aminobutyrique 

4
 De l a glais vasoactive intestinal peptide 

5
 De l a glais gastrin-released peptide 
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FIGURE 7 : LES DIVISIONS DU SCN. La partie ventrale (core) 

est délimitée par les neurones à GRP exprimant la protéine 

fluorescente verte (GFP) et la partie dorsale (shell) est 

délimitée par les neurones marqués en rouge par un 

anticorps anti-AVP. Adapté de Welsh et al., 2010. 

Le SCN est pas seulement divisé dorso-

e t ale e t ais gale e t le lo g de l a e 
rostro- audal. L a ti it  le t i ue du SCN se 

compose en deux pics, uniquement visibles en coupe horizontale, encodant la photopériode (Jagota 

et al., 2000). Le premier pic correspo d ait à l a ti atio  de la pa tie audale ui encoderait le début 

du jour ta dis ue le se o d, plus ta dif, à l a ti atio  de la pa tie ost ale ui e ode ait la fi  du 
jour (Jagota et al., 2000; Honma et al., 2012).  

c. Sortie de l’horloge 

La sortie primai e de l ho loge se situe su  les g es a a t u  site E-box sur leur promoteur et étant 

donc régulés pa  l h t odi e BMAL :CLOCK (Takahashi, 2017). Ces gènes nommés « gènes cibles 

de l ho loge » représentent le support moléculaire des fonctions cellulaires cycliques. Dans le SCN, 

l AVP, la prokineticine 2 et la CLC1 so t gul s pa  l ho loge i adie e (Jin et al., 1999; Cheng et al., 

2002; Kraves & Weitz, 2006). Ces molécules ont également une expression rythmique de leur gène et 

sont chargées de tra s ett e l i fo atio  th i ue à d aut es st u tu es (Li et al., 2012). Dans un 

second temps, le SCN module indirectement, via différents relais, la production de mélatonine et de 

corticostérone (Ishida et al., 2005; Pfeffer et al., 2018). Enfin, l a ti ité du SCN entraîne la rythmicité 

de plusieurs comportements. Sa lésion induit une perte du rythme de la prise alimentaire, de boisson 

et de l a ti it  lo o ot i e (Moore & Eichler, 1972; Stephan & Zucker, 1972; Nagai et al., 1978).  

3. Différentes horloges dans l’organisme 

Le SCN, considéré comme l u i ue ho loge de l o ga is e, est aintenant plus envisagé comme un 

« chef d o hest e ». Son rôle est de donner le temps aux autres régions cérébrales et autres organes 

p iph i ues afi  de s h o ise  l o ga isme entier a e  l e i o e e t externe. En effet, 

d aut es ho loges p se tes da s di e s tissus foie, pou o s, gla de pi ale  os ille t pa  elles-

mêmes ex vivo sans a oi  esoi  d t e di e te e t e t aî es par le SCN (Abe et al., 2002). Guilding 

et Piggins (2007) ont classifié les horloges cérébrales en 3 catégories (voir FIGURE 8). 

3|1. Horloge autonome 

Une horloge autonome est entraînable par un synchronisateur (ex. lumière, drogue, nourriture, 

exercice), oscille de façon auto-entretenue et transmet ses propriétés rythmiques à une sortie 

moléculaire, physiologique ou comportementale (ex. activité locomotrice, libération hormonale). 

                                                           
1
 De l a glais cardiotrophin-like cytokine 
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FIGURE 8 : CLASSIFICATION DES HORLOGES CEREBRALES. En rouge : le SCN, la rétine et le bulbe olfactif, des horloges 

autonomes qui sont entraînables par un synchronisateur, oscillent de façon auto-entretenue et transmettent 

leurs propriétés rythmiques. En bleu : l ha ula, u e ho loge se i-autonome qui oscille par elle-même mais 

ses os illateu s i te es se d s h o ise t e  l a se e d u e ho loge auto o e. E  e t : l a gdale, u e 
horloge dite « esclave » ui de ie t a th i ue sa s la p se e d u  pa e ake  auto o e ou se i-
autonome pour maintenir ses oscillations synchrones. Adapté de Guilding & Piggins, 2007. 

La rétine est o ue pou  t e l o ga e t a s etta t les i fo atio s lu i euses ais elle possède 

également une horloge circadienne ui pe et d adapte  la fo tio  isuelle à l alte a e du jou  et 
de la nuit (McMahon et al., 2014). Dans les années 90, Tosini et Menaker observent une libération 

rythmique de la mélatonine dans la rétine de hamsters en DD, qui est entraînée par la lumière et 

compensée en fonction de la température (Tosini & Menaker, 1996, 1998). De plus, la mutation Tau 

o ue pou  a ou i  la p iode de l a ti it  lo o ot i e, duit gale e t elle de la sécrétion de 

la mélatonine dans la rétine (Tosini & Menaker, 1996, 1998). En effet, le gène de l arylalkylamine 

N-acétyltransférase (Aanat), codant pour une des deux enzymes impliquées dans la synthèse de 

mélatonine, est u  g e i le de l ho loge. Il est plus fortement exprimée la nuit et est directement 

contrôlée par la lumière et par le complexe BMAL1:CLOCK via sa séquence E-Box (Sakamoto & Ishida, 

1998; Chen & Baler, 2000; Fukuhara et al., 2004; Sandu et al., 2011; Buonfiglio et al., 2014). 

Diff e tes tudes appo te t gale e t l e p essio  circadienne des gènes et des protéines 

horloges dans diverses populations cellulaires de la rétine sans pour autant que les résultats soient 

homogènes (Peirson et al., 2006; Ruan et al., 2006; Dorenbos et al., 2007; Schneider et al., 2010; 

Sandu et al., 2011; Liu et al., 2012; Dkhissi-Benyahya et al., 2013; Buonfiglio et al., 2014; Lahouaoui et 

al., 2016; Wong et al., 2018). En fait, il existe plusieurs oscillateurs, au moins un dans chaque couche 

de la rétine, qui sont couplés les uns aux autres et permettent le bon fonctionnement du pacemaker 

(Jaeger et al., 2015).  

Le bulbe olfactif est une autre aire sensitive possédant une horloge. Elle a surtout été étudiée par la 

technique de bioluminescence. Cette technique repose sur l utilisatio  d u e p ot i e appo t i e, la 
lu if ase, u e e z e apa le d ett e u  photo  e  p se e de so  su st at, la luciférine, qui 

est exogène aux mammifères (voir FIGURE 9 ; Gould & Subramani, 1988). Sous le contrôle du 

promoteur Per1 ou en étant fusionnée à la protéine PER2, elle permet de suivre respectivement 

l e p ession du gène ou de la protéine. In vivo, l e p essio  de Per1 dans le bulbe olfactif augmente à 

la fin de la nuit, en antiphase avec celle de Bmal1 (Abraham et al., 2005; Hamada et al., 2016). Elle 

est conservée en DD même lorsque le SCN est lésé (Abraham et al., 2005). Contrairement à 
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l e p essio  du g e Per1, la p ot i e PER  o ti ue d os ille  ap s u e l sio  du SCN ex vivo mais 

perd sa rythmicité in vivo (Granados-Fuentes et al., 2004a; Ono et al., 2015). Il est important de noter 

que toutes les cellules du bulbe olfactif ne présentent pas un profil circadien ; seules les cellules à 

panache et mitrales (non les cellules en grain) déchargent leurs pote tiels d a tio  de faço  
circadienne ex vivo (Granados-Fuentes et al., 2004b, 2006). Cette horloge pourrait servir au 

t aite e t de l i fo atio  olfa ti e. E  effet, une odeur va entrainer le recrutement de plus de 

cellules du bulbe olfactif si elle est présentée en début de nuit (CT15-16) que le jour (Amir et al., 

1999; Granados-Fuentes et al., 2006). Tout comme le bulbe olfactif, le cortex piriforme recrute 

spontanément plus de neurones  en fin de nuit (plus de cellules expriment cFOS). Le bulbe olfactif 

envoie au cortex des informations olfactives et lui transmet également sa th i it  puis u u e 
bulbectomie abolit son expression rythmique (Granados-Fuentes et al., 2006). 

 

FIGURE 9 : LA BIOLUMINESCENCE COMME RAPPORTEUR 

DE L’HORLOGE MOLECULAIRE. La luciférase est une 

enzyme oxydant la luciférine, ce qui a pour effet 

de libérer u  photo . L a ti it  de la lu if ase 
couplée à la protéine PER2 permet de suivre le 

niveau de PER2 en mesurant le nombre de 

photo s is. Ai si, il est possi le d a oi  u  
ape çu de l tat de l ho loge ol ulai e. 

 

3|2. Horloge semi-autonome 

Une horloge semi-auto o e a la fa ult  d os ille  pa  elle-même mais ses oscillateurs internes (ex. 

ha ue ellule du tissu  se d s h o ise t e  l a se e d u e ho loge auto o e, e ui à terme la 

rend arythmique. 

L ha ula, la stru tu e d i t t de mon étude, a été classée dans cette catégorie. Ses propriétés 

circadiennes sont répertoriées dans la partie 4|2. 

3|3. Horloge esclave  

Ces ho loges so t ualifi es d es la es car elles sont soumises au th e d u  pa e ake  auto o e 
ou semi-autonome. Sans lui, elles demeurent arythmiques. 

L a gdale est i pli u e da s les otio s gati es a i t , peu , st ess , la oi e et 

l app e tissage (Phelps & LeDoux, 2005). On retrouve une expression circadienne de PER2 dans 

différentes régio s de l a gdale, ais elle- i dispa aît lo s ue le SCN de l a i al est désynchronisé 

en étant exposé à une lumière constante (LL) ou détruit par lésion électrolytique (Amir et al., 2004; 

Lamont et al., 2005a, 2005b; Harbour et al., 2013). Le SCN contrôle la libération de corticostérone 

do t les epteu s so t e p i s da s l a gdale (Arriza et al., 1988; Morimoto et al., 1996; Ishida 

et al., 2005; Pfeffer et al., 2018). L a latio  des glandes surrénales qui produisent les corticostéroïdes 

entraîne un aplatissement du rythme de PER2 (Amir et al., 2004; Lamont et al., 2005b). Les 

corticostéroïdes dont la libération rythmique est contrôlée par le SCN, sembleraient donc être un 

s h o isateu  e dog e de l amygdale. 
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4. L’habénula, ses caractéristiques 

L ha énula, du latin habena signifiant « les rênes », est une petite structure, pas plus grande qu u  
petit pois chez l Homme (≈72 mm3 soit 0.005% du volume cérébral1 ; Gaffiot, 1934; Lüders et al., 

2002; Ahumada-Galleguillos et al., 2017). L ha ula est appa ue au sei  du ta o  des e t s et 

reste toujours conservée phylogénétiquement depuis les agnathes jus u au  p i ates (voir FIGURE 

10A ; Iwahori, 1977; Distel & Ebbesson, 1981; Bianco & Wilson, 2009; Amo et al., 2010; Díaz et al., 

2011; Wagner et al., 2014; Grillner et al., 2017).  De ce fait, elle est étudiée à travers différents 

modèles animaux tels que les rongeurs (souris, rats, hamster, gerbille, Arvicanthis), le poisson zèbre, 

les primates (singes, humains) mais également, plus éloignée phylogénétiquement, la lamproie 

(Ellison et al., 1996; Tavakoli-Nezhad & Schwartz, 2006; Matsumoto & Hikosaka, 2007; Shumake et 

al., 2010; Lammel et al., 2012; Stephenson-Jones et al., 2012; Hennigan et al., 2015; Shuboni et al., 

2015; Chou et al., 2016). 

4|1. Vue d’ensemble 

L ha ula et la glande pinéale forment un ensemble appelé l épithalamus. L ha ula se situe près 

du 3e ventricule dorsal ; chez les rongeurs elle s te d sur le plancher dudit ventricule (Aizawa et al., 

2011). Elle se divise en deux grands noyaux : l ha ula lat ale (LHb) et l ha ula dia e (MHb ; 

Ramón y Cajal, 1911). La MHb diffère de sa o sœu  pa  sa fo e allo g e et sa fo te de sit  e  
petites cellules. En revanche, la LHb est plus large avec une répartition moins compacte de larges 

neurones (illustration en FIGURE 10B ; Andres et al., 1999). La stria medullaris dont on remarque les 

fi es su  la pa tie do sale de l ha ula eg oupe les fi es aff e tes alo s ue le fasciculus 

retroflexus u it les eff e es do t o  e a ue la so tie e s la pa tie audale de l ha ula 

(Ramón y Cajal, 1911; Herkenham & Nauta, 1977, 1979). 

FIGURE 10 : L’HABENULA. L ha ula est p se te da s de o eu  e t s o e les p i ates A , les 
rongeurs (A2), le lézard (A3), la grenouille (A4) et le poisson zèbre (A5). (B) Une coupe de cerveau de souris au 

i eau de l ha ula, olo e au s l iolet. La MH  est ep se t e e  e t et la LH  e  ose. La petite 
flèche pointe sur la stria medullaris et la tête de flèche sur le fasciculus retroflexus. Adapté de Aizawa et al., 

2011; Allen Institute. 

4|2. Une structure hétérogène 

Voici un noyau bien obscur et complexe u est l ha ula. Différentes études ont essayé de mettre 

de l o d e da s son hétérogénéité en la morcelant en plusieurs sous- o au  alla t jus u à 15 aires 

différentes : 5 dans la médiane et 10 dans la latérale (Andres et al., 1999; Geisler et al., 2003; Díaz et 

al., 2011; Weiss & Veh, 2011; Aizawa et al., 2012). Quelques-unes de ses caractéristiques ont été 

résumées dans les TABLEAUX 1 à 3. 

                                                           
1
 E  p e a t e  o pte l ha ula des deu  h isph es au  



 

 

TABLEAU 1 :  POSITION  ET  CRITERES  DELIMITANT  LES  DIFFERENTS  SOUS-NOYAUX  COMPOSANT  LA  MHB 

  MHbS 
S : supérieur 

MHbI 
I : inférieur 

MHbL 
L : latérale 

MHbC 
C : centrale 

MHbCo 
Co : commissure 

Position
1
 

Bregma -1.70  
 
 
 

   

Structurale
2
 

 
(coupe semi-fine et 
microscopie 
électronique) 

Neurones Paquets de petites 

cellules  

Noyaux triangulaires 

avec invagination 

Paquets de petites cellules  

Noyaux ronds 

Paquets de petites cellules 

Noyaux ovales dans lequel 

des plaques de chromatine 

bordent la membrane  

Petites cellules 

Noyaux ronds/ovales 

Les plus grandes cellules 

de la MHb 

Noyaux en demi-lune 

Neuropile Neuropile dense 

Dendrites fines 

Présynapses 

homogènes : 

vésicules claires 

Neuropile irrégulier 

Larges dendrites 

Présynapses hétérogènes : 

vésicules claires & denses 

Neuropile irrégulier 

Prolongements astrocytaires 

entourant les synapses 

Neuropile irrégulier traversé 

par des paquets de petits 

axones myélinisés 

Prolongements astrocytaires  

entourant les synapses  

Neuropile traversé par 

des fibres astrogliales 

et de la commissure Hb 

Présence de cellules de 

la microglie 

Morphologie
3
 

(Golgi) 
Forme des 

cellules 
Petits neurones avec un soma piriforme et des dendrites épineuses ou un soma fusiforme et des dendrites lisses 

Activité électrique
4
 Motif des PA Silencieux, tonique et dépolarisation de faibles amplitudes 

Innervations 
spécifiques

5
 

Projections IPN latéral IPN central nd nd nd 

Profil 
cytochimique

6
 

 
(expression 
génique et 
protéique) 

Vglut1/2 ++/+++ ++/++ -/++ ++/++ nd 

Gad67 + - - - - 

Tac1 + - - - nd 

Htr5b - ++ +++ + nd 

Htr2c - - - - + 

Oprm - - ++ - nd 

Kiss R - - ++ - - 

NF ++ + + + ++ 

ChAT - ++ ++ ++ nd 

GABAB-R +++ +++ - +++ ++ 

IL-18 ++ - - - nd 
 

3VD : 3
e
 ventricule dorsal ; ChAT : choline acétyl-transférase ; GABAB-R : récepteur GABAergique de type B ; Gad67 : glutamate décarboxylase 67 ; Htr5b/2c : récepteur sérotoninergique de type 5b/2c ; IL-

18 : interleukine 18 ; IPN : noyau interpédonculaire; Kiss R : récepteur de la kisspeptine ; nd: non déterminé ; NF : neurofilament ; PA : pote tiel d a tion ; Oprm : récepteur µ opioïde ; Tac1 : tachykinine 

1 (Précurseur de la substance P) ; Vglut 1/2 : transporteur vésiculaire du glutamate de type 1/2 

 
1
 (Andres et al., 1999) ; 

2
 (Andres et al., 1999; Geisler et al., 2003) ; 

3
 (Iwahori, 1977) ; 

4
 (Sakhi et al., 2014); 

5
 (Andres et al., 1999) ; 

6
 (Geisler et al., 2003; Aizawa et al., 2012; Wagner et al., 2016)

 



 

 

TABLEAU 2 :  POSITION  ET  CRITERES  DELIMITANT  LES  DIFFERENTS  SOUS-NOYAUX  COMPOSANT  LA  PARTIE  MEDIANE  DE  LA  LHB  (LHBM) 

  LHbMA 
A : antérieure 

LHbMS 
S : supérieure 

LHbMPc 
Pc : parvocellulaire 

LHbMC 
C : centrale 

LHbMMg 
Mg : marginale 

Position
1
 

(a) Bregma 

-1.22 

(b) Bregma 

-1.70 

(a) 
 
 
 

(b) (b) (b) (a) 
 

Structurale
2
 

 
(coupe semi-fine 
et microscopie 
électronique) 

Neurones Petites et moyennes 

cellules, multipolaires, 

éparpillées 

Paquets de petites cellules 

avec de gros noyaux 

ovales 

 Paquets de petites cellules 

avec des petits noyaux ronds 

plusieurs fois invaginés 

Moyennes cellules dont le 

noyau est souvent invaginé 

Petites et moyennes 

cellules, multipolaires, 

éparpillées 

Neuropile Neuropile clair traversé 

par des agrégats de 

fibres myélinisées 

Neuropile traversé par 

peu de fibres myélinisées 

Larges dendrites obliques 

Neuropile spongiforme et 

régulier  traversé par de 

petites dendrites 

Neuropile régulier traversé 

par de larges dendrites et 

des fibres myélinisées 

Neuropile irrégulier traversé 

par de petites dendrites et 

largement par des paquets 

de petits axones myélinisés 

Morphologie
3
 

(Neurobiotine) 
Forme des 

cellules 

Sphérique/fusiforme/ 

polymorphique 
Sphérique/fusiforme 

Sphérique/fusiforme/  

  verticale/neurogliale 

Sphérique/fusiforme/ 

verticale 
Sphérique/fusiforme 

Activité 
électrique

4
 

Motif des 

PA 

Silencieux/tonique 

régulier et irrégulier 
nd 

Silencieux/tonique régulier et 

irrégulier/en bouffée 

Silencieux/tonique régulier 

et irrégulier/en bouffée 
nd 

Innervations 
spécifiques

5
 

Afférences Fibres AVP Fibres AVP Fibres AVP Fibres AVP Fibres AVP 

Efférences nd LH/MnR/RMTg/VTA LDTg/LH/MnR/RMTg/VTA LH/MnR/RMTg/VTA LDTg/MnR/RMTg 

Profil 
cytochimique

6
 

 
(expression 
génique et 
protéique) 

Vglut2 nd - ++ + + 

Gad65 + - + - - 

Htr5b - - - - - 

Htr2c nd ++ + ++ - 

Drd2 nd - - - + 

Kcnab2 + + + + + 

Pcdh10 nd ++ ++ ++ - 

NF ++ - - - ++ 

KIR 3.2 +++ + + + +++ 

GABAB R nd +++ +++ ++ + 

TH nd + ++ + - 
 

3VD : 3
e
 ventricule dorsal ; AVP : arginine-vasopressine ; Drd2 : récepteur dopaminergique D2 ; GABAB-R : récepteur GABAergique de type B ; Gad65 : glutamate décarboxylase 65 ; Htr5b/2c : récepteur 

sérotoninergique de type 5b/2c ; Kcnab2 : Voltage-gated potassium channel subunit β2 ; KIR 3.2 : Inward-rectifier potassium channel ; LDTg : noyau latérodorsal du tegmentum ; LH : hypothalamus 

latéral ; MnR : noyau médian du Raphé ; nd: non déterminé ; NF : neurofilament ; PA : pote tiel d a tio  ; Pcdh10 : protocadhérine 10 ; RMTg : noyau rostromédian du tegmentum ; TH : tyrosine 

hydroxylase ; Vglut 2 : transporteur vésiculaire du glutamate de type 2 ; VTA : aire tegmentale ventrale 

 
1
 (Andres et al., 1999) ; 

2
 (Andres et al., 1999; Geisler et al., 2003) ; 

3, 4
 (Weiss and Veh, 2011) ; 

5
 (Díaz et al., 2011; Zhang et al., 2016, 2018) ; 

6
 (Geisler et al., 2003; Aizawa et al., 2012; Wagner et al., 2016)



 

 

TABLEAU 3 :  POSITION  ET  CRITERES  DELIMITANT  LES  DIFFERENTS  SOUS-NOYAUX  COMPOSANT  LA  PARTIE  LATERALE  DE  LA  LHB  (LHBL) 

  LHbLPc 
Pc : parvocellulaire 

LHbLMg 
Mg : marginale 

LHbLMc 
Mc : magnocellulaire 

LHbLO 
O : ovale 

LHbLB 
B : basale 

Position 

Bregma 

-1.70 

 
 
 
 

    

Structurale 
 
(coupe semi-fine 
et microscopie 
électronique) 

Neurones Petites cellules à peine visible Peu de petites et moyennes cellules Larges cellules Larges cellules Larges cellules 

Neuropile Neuropile homogène 

traversé par des petites 

dendrites obliques et des 

pa uets d a o es 

Neuropile homogène traversé 

largement par de petites fibres 

myélinisées 

Cellules gliales séparant le 

eu opile de l pe d e 

Neuropile irrégulier 

traversé par de petites et 

grosses fibres myélinisées 

Dendrites longues 

 et épaisses, obliques 

Neuropile homogène 

traversé par de petits 

axones myélinisés 

Dendrites fines 

 et petites 

Neuropile irrégulier 

traversé par de petites et 

grosses fibres myélinisées 

Dendrites longues 

 et épaisses 

Morphologie 
(Neurobiotine) 

Forme des 

cellules 
Sphérique nd 

Sphérique/fusiforme/ 

polymorphique/neurogliale 

Sphérique/fusiforme/ 

polymorphique/verticale 
Sphérique/fusiforme 

Activité 
électrique 

Motif des 

PA 
Tonique régulier nd 

Silencieux/tonique régulier 

 et irrégulier/en bouffée 

Tonique régulier 

 et irrégulier 

Tonique régulier 

 et irrégulier 

Innervations 
spécifiques 

Afférences    EPN (somatostatine)  

Efférences MnR/RMTg MnR/RMTg/VTA LH/MnR/RMTg/VTA LH/RMTg/VTA RMTg/VTA 

Profil 
cytochimique 
 
(expression 
génique et 
protéique) 

Vglut2 + nd ++ ++ nd 

Gad65 - - - - - 

Htr5b  nd ++ ++ nd 

Htr2c ++ nd ++ ++ nd 

Drd2 - nd ++ ++ nd 

Kcnab2 + + + +++ + 

Pcdh10 ++ nd + - nd 

NF - + ++ +++ + 

KIR 3.2 - + ++ +++ - 

GABAB R +++ + + - - 

TH + + + - - 
 

3VD : 3
e
 ventricule dorsal ; Drd2 : récepteur dopaminergique D2 ; EPN : noyau entopédonculaire ; GABAB-R : récepteur GABAergique de type B ; Gad65 : glutamate décarboxylase 65 ; Htr5b/2c : récepteur 

sérotoninergique de type 5b/2c ; Kcnab2 : Voltage-gated potassium channel subunit β2 ; KIR 3.2 : Inward-rectifier potassium channel ; LH : hypothalamus latéral ; MnR : noyau médian du Raphé ; nd: non 

déterminé ; NF : neurofilament ; PA : pote tiel d a tio  ; Pcdh10 : protocadhérine 10 ; RMTg : noyau rostromédian du tegmentum ; TH : tyrosine hydroxylase ; Vglut 2 : transporteur vésiculaire du glutamate 

de type 2 ; VTA : aire tegmentale ventrale 

 
1
 (Andres et al., 1999) ; 

2
 (Andres et al., 1999; Geisler et al., 2003) ; 

3, 4
 (Weiss and Veh, 2011) ; 

5
 (Andres et al., 1999; Díaz et al., 2011) ; 

6
 (Geisler et al., 2003; Aizawa et al., 2012; Wagner et al., 2016)
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a. Morphologie 

Une coloration de Golgi appliquée sur des coupes cérébrales de chat fait apparaître des petits 

neurones (ø 6 à 10 µm) dont le corps cellulaires est en forme de poire avec des dendrites épineuses  

ou en forme allongé avec des dendrites lisses dans la MHb (Iwahori, 1977). En revanche, dans la LHb 

de chat ou de rat, les cellules sont souvent de taille moyenne à large (ø 15 à 25 µm) et de formes 

diverses (voir FIGURE 11 ; Iwahori, 1977; Weiss & Veh, 2011) :  

 Les cellules sphériques représentent la grande majorité des neurones de la LHb (40 %). Elles 

possèdent u  so a o d ≈  µm) duquel partent trois dendrites primaires lisses qui restent 

confinées dans une petite zone sphérique proche du soma. 

 Les cellules fusiformes ep se te t ⅓ des neurones de la LHb. Elles possèdent un soma 

allo g  ≈  µm) duquel partent deux à trois dendrites lisses ui s te de t largement des 

deux côtés mais restent à l i t ieu  de l ha ula. 

 Les ellules e ti ales poss de t u  so a e  fo e de sph e ou de poi e ≈  µm) duquel 

pa te t les de d ites pi euses ui s ti e t e ti alement sur plus de 300 µm sans quitter 

l ha ula. 

 Les cellules polymorphiques possèdent un corps cellulaire de forme ronde à triangulaire 

≈  µm), dont les ramifications de dendrites épineuses (4 à 7 primaires) atteignent les aires 

thalamiques adjacentes. 

 Les cellules de forme neurogliale possèdent un corps cellulaire i gulie  ≈  µm) duquel 

part une dense arborisation de dendrites lisses et fines limitée à une zone proche du soma. 

FIGURE 11 : DIFFERENTES MORPHOLOGIES DES CELLULES DE LA LHB. Les corps cellulaires et leurs prolongements des 

eu o es de la LH  o t t  a u s à la eu o ioti e photo du haut  puis e o st uit à l aide d u e a a 
lucida. Différents types de neurone de forme sphérique (A), fusiforme (B), verticale (C), polymorphique (D) et 

neurogliale (E) peuvent ainsi être observés. Adapté de Weiss & Veh, 2011. 

b. Activité électrique 

Ces mêmes travaux répertorient différents otifs de d ha ges spo ta es de pote tiels d a tio  
(silencieuses, toniques régulières, toniques irrégulières et en bouffée), les plus grosses populations 

de la LHb étant silencieuses et toniques (voir FIGURE 12). Les cellules de la MHb, par contre, présente 

une activité tonique ou silencieuse avec des dépolarisations de faibles amplitudes ui a outissent 
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pas à u  pote tiel d a tio  (Kim & Chang, 2005; Kowski et al., 2009; Weiss & Veh, 2011; Sakhi et al., 

2014a, 2014b). Les canaux HCN1 présents à la surface des cellules de la LHb lui confèrent une activité 

intrinsèque de pacemaker qui régulerait constamment les noyaux monoaminergiques (Poller et al., 

2011). Chez le poisson zèbre, les eu o es de l ha ula do sale déchargent spontanément selon un 

motif particulier, qui a permis de les regrouper en clusters (Jetti et al., 2014; Fore et al., 2017). Il est 

possi le ue l ha ula des a if es ait gardé ces groupes mais ils ne correspondent pas aux 

noyaux décrits structurellement (Wagner et al., 2017). 

FIGURE 12 : DIFFERENTS MOTIFS DE DECHARGES SPONTANEES DE L’HABENULA. Les neurones de la LHb présentent un 

profil silencieux (A), tonique régulier (B), tonique irrégulier (C) ou en bouffée (D). Ceux de la MHb présentent 

une activité électrique spontanée silencieuse (E), des dépolarisations de faibles a plitudes ui a outisse t 
pas à u  pote tiel d a tio  F  ou u  p ofil to i ue gulie  G . U  ag a disse e t des pote tiels d a tio  des 
zones grisées ou colorées est observable à droite de leur enregistrement respectif. Adapté de Weiss & Veh, 

2011; Sakhi et al., 2014a. 

c. Neurotransmission 

Dans la MHb, la transmission est avant tout glutamatergique et cholinergique. La partie supérieure se 

distingue en exprimant préférentiellement le gène du transporteur vésiculaire du glutamate 1 

(Vglut1) ainsi que celui de la substance P (Brinschwitz et al., 2010; Aizawa et al., 2012). Les neurones 

de la partie inférieure sont majoritairement cholinergiques et certains co-libèrent du glutamate alors 

que ceux de la partie latérale et centrale sont essentiellement glutamatergiques dont certains 

co-t a s ette t de l a t l holi e (Aizawa et al., 2012).  

Dans la LHb, la transmission est exclusivement glutamatergique mais à la différence de la MHb les 

ellules e p i e t ue les transporteurs vésiculaires glutamatergiques Vglut2 et Vglut3 (Herzog et 

al., 2004b; Brinschwitz et al., 2010; Aizawa et al., 2012). 

Un sous-groupe de neurones très localisé dans la MHb médiane et la LHb exprime l e z e 
permettant de synthétiser le GABA, la glutamate décarboxylase (GAD) 65 ou 67 (voir les TABLEAUX 1 

et 2 ; Belin et al., 1982; Brinschwitz et al., 2010; Wagner et al., 2016). Néanmoins comme le 

soulignent les auteurs D.S. Zahm & D.H. Root, il faut ue l ha ula poss de les t a spo teu s 
vésiculaires du GABA (vGAT) nécessaires à son empaquetage pour une libération synaptique (Zahm & 
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Root, 2017). Récemment, Zhang et al. ie e t de p ou e  da s leu  ou elle pu li atio  l e iste e 
de ces interneurones GABAergiques. Ils sont situés dans la division médiane de la LHb et envoient 

plusieurs collat ales fai e s apses su  d aut es eu o es da s la LH , ce qui impliquerait une 

supp essio  glo ale de l a ti it  de la LH . Ce tai s ejoig e t gale e t le fasciculus retroflexus afin 

d i hi e  d aut es st u tu es (Zhang et al., 2016, 2018).  

d. Caractéristiques moléculaires 

L ha ula, e  ta t ue e t e i t g ateu , eçoit o e t d i fo atio s de di e ses o igi es. 
De ce fait, une grande variété de récepteurs est observée (voir FIGURE 13). 

FIGURE 13 : EXPRESSION DES DIFFERENTS RECEPTEURS AU SEIN DE LA LHB. Les neurones de la LHb peuvent être soit 

glutamatergiques soit GABAergiques (interneurones). Différents types de récepteur sont exprimés à leur 

surface afin de moduler leur fréquence de décharge. Les récepteurs GABAA (GABAA-R), GABAB (GABAB-R) et 

dopaminergiques D2 (DRD2) entraînent une diminution du potentiel de membrane et ainsi, de la fréquence des 

décharges. Au contraire, les récepteurs dopaminergiques (DRD4), sérotoninergiques (5-HTR) et 

gluta ate gi ues AMPAR, NMDAR  e t aî e t l aug e tatio  de la f ue e des d ha ges. De plus, les 
récepteurs noradrénergiques (R-β) et glutamatergiques (mgluR1) augmentent indirectement la fréquence des 

décharges en recrutant des AMPAR et en abaissant la conduction des GABAA-R par phosphorylation 

respectivement. En pré-synaptique, les récepteurs modulent la libération des neurotransmetteurs. D u  ôt , 
le DRD4, les 5-HTR et le récepteur endocanabinoïde (CB1-R) inhibent la libération des vésicules GABAergiques 

ou glutamatergiques. D u  aut e ôt , le DRD4 et les 5-HTR favorisent la libération des vésicules 

glutamatergiques. 

d|i. Les monoamines 

 Modulation dopaminergique 

La transmission dopaminergique repose sur des récepteurs couplés à des protéines G. Il est 

généralement admis que les récepteurs dopaminergiques de type 1 (D1 et D5) activent la production 
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d AMP1 cyclique via la protéine Gαs, et de ce fait activent la protéine kinase A. A contrario, les 

récepteurs dopaminergiques de type 2 (D2, D3 et D  gule t gati e e t la p odu tio  d AMP 
li ue e  a ti a t la p ot i e Gαi/o (Beaulieu & Gainetdinov, 2011). L ha ula exprime tous les 

types de récepteur, de D1 à D5 (Dawson et al., 1988; Bouthenet et al., 1991; Aizawa et al., 2012; 

Good et al., 2013; Khaled et al., 2014; Root et al., 2015; Zhang et al., 2018),  mais le type 2 est plus 

largement représenté que le type 1 (Dubois et al., 1986; Savasta et al., 1986; Mansour et al., 1992).  

La dopamine a un rôle ambivalent. D u e pa t, elle i hi e l a ti it  des eu o es de l ha ula via les 

récepteurs D2 (Good et al., 2013; Jhou et al., 2013). D aut e pa t, elle d pola ise les eu o es situés 

majoritairement dans la division médiane de la LHb (Kowski et al., 2009; Good et al., 2013), tout 

comme les amphétamines, la cocaïne ou tout autre substance augmentant le niveau dopaminergique 

dans la synapse. Cette activation est dépendante de canaux potassiques et des récepteurs post-

synaptiques D4. La dopamine facilite la libération glutamatergique en activant des récepteurs pré-

synaptiques D4 couplés à des canaux ioniques non sélectifs situés sur des afférences 

glutamatergiques (Good et al., 2013). De même, elle permet la le e de l i hi itio  GABAe gi ue par 

l activation de ces mêmes récepteurs D4 couplés cette fois- i au  p ot i es Gαi/o (Good et al., 2013). 

 Modulation noradrénergique 

Les récepteurs adrénergiques sont divisés e  deu  fa illes. Les epteu s α so t considérés 

inhibiteurs à cause de leur couplage aux protéines Gαi/o, et les epteu s β e itateurs car ils sont 

couplés aux protéines Gαs O Dell et al., . L e p essio  des ARN messagers codant pour les 

epteu s β1 et β  est o se e da s la MH  ; ces messagers sont aussi exprimés dans la LHb mais 

dans une moindre mesure (Nicholas et al., 1993). Les récepteurs β permettent le recrutement de 

récepteurs glutamatergiques AMPA2 et favorisent la perméabilité aux ions calciques des récepteurs 

glutamatergiques NMDA3 pa  la as ade de phospho latio  i iti e pa  la p ot i e Gαs (Raman et al., 

1996; O Dell et al., . De ce fait, ils augmentent la sensibilité des neurones à la transmission 

glutamatergique. Une particularité de la noradrénaline est à noter : elle a la capacité d interagir avec 

le récepteur dopaminergique D4,  et ainsi entrainer la dépolarisation des neurones de la LHb (Root et 

al., 2015). 

 Modulation sérotoninergique 

Les récepteurs sérotoninergiques représentent une vaste famille. Au moins 20 récepteurs ont été 

clonés lesquels sont répartis dans 7 catégories (5-HT1-7) selon leurs propriétés moléculaires et 

pharmacologiques. Tous sont couplés à une protéine G excepté le type 3 qui dépolarise la membrane 

cellulaire pa  l ou e tu e d u  a al atio i ue liga d-dépendant. Les types 1 et 5 sont généralement 

inhibiteurs et les types 5, 6 et 7 excitateurs en diminuant ou augmentant respectivement la 

o e t atio  d AMP li ue. Le type 2 est également excitateur avec pour second messager 

l inositol-3-phosphate (Pytliak et al., 2011; Tchenio et al., 2016). 

Des tudes d h idatio  in situ, utilisant un ligand radioactif ou par microarray, ont révélé que la 

MHb et la LHb expriment plus ou moins intensément une grande variété de récepteurs 

sérotoninergiques de type 1, 2, 3, 5 et 7 (Mitchell & Pratt, 1991; Matthes et al., 1993; Wright et al., 
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1995; Vizuete et al., 1997; Bonnin et al., 2006; Bull et al., 2006; Aizawa et al., 2012; Wagner et al., 

2016). Des études électrophysiologiques in vitro démontrent que les récepteurs pré-synaptiques 5-

HT2 et 5-HT3 facilitent les courants glutamatergiques (Xie et al., 2016). De e, l a ti atio  de es 
récepteurs en post-s apti ue e t ai e l a ti atio  des eu o es de la LH  a e  u e aug e tatio  
du nombre de potentiels d a tio  (Zuo et al., 2016). Cependant, une sous-population de neurones de 

la LHb voit sa transmission glutamatergique abaissée lorsque les récepteurs pré-synaptiques 5-HT2 et 

5-HT3 ainsi que 5-HT1b sont activés, empêchant de libérer leurs vésicules glutamatergiques (Shabel et 

al., 2012; Hwang & Chung, 2014; Xie et al., 2016). Ainsi, les récepteurs 5-HT2 et 5-HT3 ont un rôle 

différent selon leur position pré- ou post-synaptique et selon la sous-population de cellules de la LHb 

dans laquelle ils sont exprimés, qui reste encore à caractériser. 

 Transmission excitatrice 

La transmission rapide et excitatrice dans la LHb est majoritairement conduite par des récepteurs 

glutamatergiques (Maroteaux & Mameli, 2012; Meye et al., 2015). Quatre sous-unités forment le 

pore transmembranaire qui sera perméable aux ions en fonction des différentes sous-unités qui le 

composent. Selon leur affinité à des agonistes, on distingue différents groupes de récepteurs : AMPA, 

NMDA et kaïnate (Traynelis et al., 2010). L a ti atio  des epteu s AMPA entraine une 

dépolarisation des neurones par simple fixation du ligand alors que les récepteurs NMDA ont besoin 

pour être fonctionnel que la cellule atteigne un certain potentiel membranaire afin de libérer le 

magnésium entravant leurs canaux (Dingledine et al., 1999). Dans la LHb, on retrouve une plus large 

proportion de récepteurs AMPA que NMDA (Maroteaux & Mameli, 2012). 

U e t a s issio  plus le te sulte de l a ti atio  de écepteurs métabotropiques (mGluR) qui se 

traduit par une activation ou une inhibition selon la cascade protéique engendrée par la protéine G 

associée q, s ou i (Zou et al., 2017). L ha ula exprime les trois types de récepteurs (Valentinova & 

Mameli, 2016; Wagner et al., 2017). Ils sont généralement impliqués dans l internalisation de 

certains récepteurs AMPA (ceux perméables aux ions calciques ; Meye et al., 2013). Au sein de la 

LH , il a t  d o t  ue l a ti atio  de GluR  déclenche une dépression à long terme aux 

niveaux des synapses excitatrices et inhibitrices. Au niveau des synapses excitatrice, la voie de 

signalisation de la protéine kinase C entraîne l a ti atio  d u  récepteur endocanabinoïde localisé 

pré-synaptiquement, ce qui diminuera les courants excitateurs. Par la même voie de signalisation, la 

conduction des récepteurs post-synaptiques GABAA est réduite par la phosphorylation de leur 

sous-unité, ce qui réduit les courants inhibiteurs (Valentinova & Mameli, 2016). De plus, mGluR1 est 

et ou  su  les de d ites d i te eu o es GABAergiques, suggérant un rôle dans la modulation de 

leur activation (Zhang et al., 2016, 2018). 

 Transmission inhibitrice 

La p e i e sou e d i hi itio  ie t du GABA ui peut se fi e  à deu  g a ds t pes de epteu , 

tous les deu  e p i s da s l ha ula (Liang et al., 2000; Geisler et al., 2003; Allen Institute). Le 

récepteur ionotrope de type A (GABAA) est un pentamère constitué des sous unités α, β et  qui sont 

spécifiques à l esp e (Meye et al., 2013). Son pouvoir inhibiteur vient du gradient imposé par le 

transporteur KCC21 qui est la p i ipale oie d e pulsio  des ions chlorures (Rivera et al., 1999). 

L a sence de ce transporteur dans la MHb rend le GABA non plus inhibiteur mais excitateur chez la 
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souris (Kim & Chung, 2007; Choi et al., 2016; Wagner et al., 2016). Le récepteur métabotrope de type 

B (GABAB) est couplé à une protéine Gi/o espo sa le d u  signal inhibiteur lent et plus tardif (Meye 

et al., 2013). Bien que la MHb et le cervelet aient la plus forte expression de GABAB en comparaison 

aux autres aires cérébrales, on en retrouve également dans la LHb (Liang et al., 2000). 

d|ii. Autres neurotransmetteurs 

Le marquage de l a t l holi e est ase, l e z e pe etta t la d g adatio  de l a t l holi e dans 

la fente synaptique, montre une innervation holi e gi ue des deu  pa ties de l ha ula (Geisler et 

al., 2003; Wagner et al., 2014). Toutefois, les récepteurs nicotiniques sont particulièrement localisés 

dans la MHb. Plus de 95% de ses neurones expriment les sous-unités α3, α4, α5, β2 et β4, et 40% 

expriment en plus les sous-unités β3, α6, α7 (Sheffield et al., 2000). Bien que les fonctions de ces 

récepteurs et leur voie de signalisation moléculaire da s l ha ula soient peu étudiées, il est 

intéressant de noter que ces différentes sous-unités sont impliquées ota e t da s l addi tio  de 
plusieu s d ogues ta a , o aï e  et da s le se age à la i oti e ai si u à la orphine (Viswanath 

et al., 2013; Velasquez et al., 2014). 

d|iii. Les neuropeptides & hormones 

 AVP 

Il a été montré chez les rats que la LHb exprime les récepteurs vasopressinergiques 1a et b alors que 

seul le récepteur AVP 1b  a été reporté pour la MHb (Hernando et al., 2001; Zhang et al., 2018). Ces 

récepteurs sont des protéines à 7 domaines transmembranaires qui activent la phospholypase C par 

l i te diai e d une protéine Gαq (Birnbaumer, 2000; Orcel et al., 2009). Le récepteur AVP 1b a la 

pa ti ula it  d a ti e  gale e t la oie de l AMP lase p ot i e Gαs) en fonction de la 

concentration de son ligand (Orcel et al., 2009). L o to i e do t la st u tu e est t s p o he de 
l AVP, peut se lier également aux deux epteu s V  de l AVP (Stoop, 2012). 

 Orexines 

Les récepteurs orexinergiques 1 et 2 sont exprimés au niveau de la LHb Ma us et al., ; Ch g & 

Lawrence, 2015; Zhang et al., 2018). La voie de signalisation est plus complexe pour ces récepteurs 

localisés aussi bien en pré-synaptique u e  post-synaptique. Bien u une dépolarisation soit 

observée dans la majorité des cas lors de l ajout d o e i e da s le milieu, celle-ci peut aussi entrainer 

un effet hyperpolarisant. En effet, les deux récepteurs peuvent être reliés aux différentes protéines 

Gαq, Gαi ou Gαs voire directement o a de  l ouverture de canaux cationiques non sélectifs 

(Leonard & Kukkonen, 2014). Il  a pas e o e d tudes décryptant les voies de signalisation 

utilisées pa  l o e i e dans la LHb.   

 Autres 

Pour finir, l ha ula synthétise encore une multitude de récepteurs dont le récepteur à la 

prokineticine 2 (Cheng et al., 2002), au VIP (Vertongen et al., 1997), au neuropeptide Y (Kopp et al., 

2002), aux opioïdes (Pert et al., 1976; Atweh & Kuhar, 1977; Aizawa et al., 2012), au  œst og es 

(Zhang et al., 2018), à la neurotensine (Jennes et al., 1982; Ray & Price, 1990), à la somastostatine 

(Vincent et al., 1985; Hervieu & Emson, 1998), à la kisspeptine (Wagner et al., 2016), à la mélatonine 

(Ng et al., 2017) et aux glucocorticoïdes (Arriza et al., 1988; Morimoto et al., 1996).  
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e. Corrélation entre espèces 

L ha ula est une structure très o se e. L ha ula do sale du poisson zèbre équivaudrait à 

l ho ologue de la MHb des mammifères selon des critères moléculaires (neurones cholinergiques 

et/ou glutamatergiques ou exprimant la substance P) et ses connections (projections sur le noyau 

interpédonculaire) alors que la partie ventrale correspondrait à la LHb (expression du gène codant 

pour la protocadhérine 10 ; projections sur les noyaux monoaminergiques ; Amo et al., 2010; 

Stephenson-Jones et al., 2012; Fore et al., 2017; Grillner et al., 2017; Loonen & Ivanova, 2017). De 

plus, o  dis i i e l ha ula do sale de la e t ale a e  u e as t ie très marquée entre les deux 

hémisphères chez les espèces éloignées phylogénétiquement (Bianco & Wilson, 2009; Aizawa, 2013; 

Dreosti et al., 2014; Loonen & Ivanova, 2017). Par exemple, on observe une latéralisation des 

fonctions chez le poisson zèbre : la lumière et les odeurs a ti a t espe ti e e t l ha ula gau he 
et droite (Dreosti et al., 2014). Bien que cette asymétrie tende à disparaître chez les mammifères, il a 

été récemment observé u e as t ie de fo e e t e l ha ula d oite et gau he hez l hu ai  par 

imagerie à résonance magnétique (IRM ; Concha & Wilson, 2001; Ahumada-Galleguillos et al., 2017). 

De plus, l IRM fo tio elle o t e u e a ti atio  as t i ue de l ha ula lo s de tâ hes 
aversives ou dans un contexte de punition (Lawson et al., 2014; Hennigan et al., 2015). 

Plusieurs études se sont arrêtées sur la caractérisation des o au  i t i s ues de l ha ula hez le 
rat sans trouver de corrélation entre la localisation des cellules, leur morphologie, leur profil 

électrique ou leur marqueur moléculaire (Andres et al., 1999; Geisler et al., 2003; Kim & Chang, 2005; 

Kowski et al., 2009; Weiss & Veh, 2011; Aizawa et al., 2012). Des noyaux homologues ont été 

et ou s da s l ha ula de sou is e  ga da t les it es structuraux et cytochimiques (Wagner et 

al., 2014). Néanmoins, on observe quelques différences entre espèces. Le récepteur  GABAA active les 

neurones de la MHb chez la souris alo s u il est pas e p i  hez le at (Wang et al., 2006; Choi et 

al., 2016). Chez l Ho e, i  sous-noyaux ont été d its jus u à p se t dans la LHb. La LHb 

apparaît moins fragmentée, puisque les données ultra-structurales ou morphologiques ne sont pas 

encore autant abouties que chez les rongeurs (Díaz et al., 2011). La MHb de l Ho e est beaucoup 

plus étroite : elle occupe 9% de la surface de l ha ula o t e % hez les o geurs (Díaz et al., 

2011). L h poth se se ait u au ou s de l olutio , de plus e  plus d i fo atio s en réponse aux 

pressions environnementales exercées sur le cerveau furent transmises à la LHb, nécessitant donc 

une augmentation de son volume (Aizawa et al., 2011).  

f. Connectivité 

f|i. Connexion interne 

La LHb reçoit des informations internes par des boutons synaptiques provenant d axones « de 

passages » (pas de formation de « vraies » terminaisons proprement dites) projetant vers une autre 

structure. Ces connexions viennent soit de la MHb soit de la LHb elle- e pou  s ad esse  à 

d aut es seau  eu o au  (Andres et al., 1999; Geisler et al., 2003; Kim & Chang, 2005; 

Omelchenko et al., 2009). Parmi les cellules de la LHb, des interneurones GABAergiques présentant la 

capacité « d tei d e » des réseaux spécifiques de la LHb ont été découverts (se reporter à la partie 

4|2.c). Cependant, il a pas e o e t  epo t  de eu o es de la LH  o u i ua t avec ceux de 

la MHb (Kim & Chang, 2005). 
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f|ii. Pré-synapses 

On peut imaginer plusieurs théories en ce qui conce e la odulatio  de l ha ula : (1) Elle peut 

être o os apti ue et deu  a o es de deu  eu o es disti ts te i e t do  su  l ha ula.  
Ou ie  elle est is apti ue au uel as u  i te eu o e e t e e  jeu.  Il se peut u u  e 
neurone envoie deu  ollat ales do t l u e est e itat i e et l aut e i hi it i e.  A oi s ue da s 
une terminaison il y ait différentes vésicules remplies de différents neuromodulateurs, voire que ces 

derniers partagent la même vésicule (Malinow, 2016). 

En ce qui concerne la oie p ojeta t de l ai e teg e tale e t ale e s la LH  VTALHb), les études 

menées par le laboratoire du Dr Marisela Morales démontrent qu une large majorité de ces 

neurones co-libère du glutamate et du GABA dans des vésicules séparées (Root et al., 2014b). 

Contrairement aux terminaisons de neurones de la voie VTANAc qui accumulent des vésicules de 

dopamine et de glutamate dans des zones bien distinctes, celles de la VTALHb sont multi-synaptiques 

et partagent la même zone. Une même terminaison créera des synapses excitatrices ou inhibitrices 

sur des épines dendritiques, une même dendrite voire différentes dendrites, ce qui reste à 

déterminer (Root et al., 2014b; Barker et al., 2016). De plus, selon la fréquence de décharges (une 

pulsation vs décharge tétanique) et le potentiel membranaire des neurones de la VTA, la libération 

sera en faveur du glutamate ou du GABA qui respectivement exciteront ou inhiberont les neurones 

de la LHb (Root et al., 2014b). Ainsi, la LHb montrera des réponses multimodales après la stimulation 

de la voie VTALHb en réponse à l a ti atio  différentielle des récepteurs post-synaptiques. Il faut 

ajoute  gale e t le fait ue d aut es eu ot a s etteu s o e la dopamine ou la sérotonine 

voire des hormones comme la mélatonine peuvent potentialiser la transmission glutamatergique ou 

la réduire (Shabel et al., 2012; Good et al., 2013; Zuo et al., 2013; Hwang & Chung, 2014; Evely et al., 

2016; Xie et al., 2016). Ce type de modulation par co-libération permettrait de contrôler plus 

finement les comportements (Malinow, 2016). Cependant, une perturbation de la balance 

gluta ate/GABA se ait u e ause de aladie ps hiat i ue o e l addi tio  ou la d p essio  se 
référer aux parties respectives 4|1.a et 4|1.h|i). 

4|3. Afférences & efférences 

Tout o e l tait l e p essio  de ses epteu s, le seau de la LHb est vaste. La majorité de ses 

connections provient de l ai e p opti ue, de l h pothalamus latérale, du septum ainsi que du cortex 

préfrontal et elle-même projette massivement sur les noyaux monoaminergiques (voir FIGURE 14B ET 

C ; Herkenham & Nauta, 1977, 1979; Sutherland, 1982; Lecourtier & Kelly, 2007; Zahm & Root, 2017). 

Mais elle a surtout été étudiée pour ses connexions réciproques avec la VTA. Dans cette partie, 

certaines des connexions de la LHb ont été détaillées notamment avec les noyaux 

monoaminergiques parmi lesquels certains ont une libération rythmique de leur neurotransmetteur 

(ex. VTA, noyaux du Raphé ; Semba et al., 1984; Hood et al., 2010). La MHb ua t à elle a pas ette 

même di e sit  d aff e es et d efférences et sera détaillée dans la partie 4|3.f (voir FIGURE 14A). 

a. Système monoaminergique 

a|i. Innervation réciproque des noyaux dopaminergiques 

Il existe une forte relation entre la LHb et la VTA. En effet, la VTA a besoin des projections du 

fasciculus retroflexus o e fais eau guide afi  d e oyer ses propres fibres innerver la LHb, tandis 

ue ette de i e a esoi  de la p odu tio  de ol ules d adh sio  ellulai e e a t des 
efférences de la VTA pour la bonne organisation de ses fibres sortantes (Schmidt et al., 2014). 
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FIGURE 14 : AFFERENCES ET EFFERENCES DE L’HABENULA. (A) Afférences (en noir) et efférences (en gris) de la MHb. 

Les p oje tio s se o dai es p o e a t de l IPN so t ep se t es e  ouge. B  Les aff e es (en noir) de la 

LHb. Les pointillés indiquent ue la o e io  est i d te i e ou u u  elais est essai e. C  Les 
efférences (en gris) de la LHb. Les projections secondaires provenant du RMTg sont représentées en rouge. DR : 

noyau dorsal du Raphé ; EC : cortex enthorinal ; EPN : noyau entopédonculaire ; fr : fasiculus retroflexus; HPC : 

hippocampe ; IPN : noyau interpédonculaire; LC : lo us œ uleus ; LDTg : noyau latérodorsal du tegmentum; 

LH : hypothalamus latéral ; MnR : noyau médian du Raphé ; NDB : noyau de la bande diagonale de Broca; OB : 

bulbe olfactif ; PAG : substance grise périaqueducale ; PFC : cortex préfrontal ; PH : hypothalamus postérieur ; 

PO : aire préoptique ; RMTg : noyau rostromédian du tegmentum ; S : septum; SCN : noyau suprachiasmatique ; 

sm : stria medullaris ; SN : substance noire ; VPN : noyau paraventriculaire ; VTA : aire tegmentale ventrale. 

Adapté de Klemm, 2004. 
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Nous avons longtemps pensé que la LHb recevait une innervation dopaminergique de la VTA à cause 

du marquage immunohistochimique contre la tyrosine hydroxylase (Andres et al., 1999; Geisler et al., 

2003; Gruber et al., 2007; Kowski et al., 2009; Aizawa, 2013; Good et al., 2013; Jhou et al., 2013; 

Baker et al., 2015). Seulement, pour obtenir de la noradrénaline, la tyrosine hydroxylase est 

également nécessaire, ce qui signifie que cet immunomarquage pourrait être le reflet de 

l i e atio  o ad e gi ue (Fernstrom & Fernstrom, 2007 ; voir partie suivante a|iii). Il se trouve 

que la VTA est également hétérogène. En effet, elle est composée de différentes populations de 

neurones glutamatergiques, GABAergiques et dopaminergiques (Barker et al., 2016). La voie VTALHb 

ne peut pas être dopaminergique car la protéine responsable de la vésiculation de la dopamine 

(VMAT) est absente alg  l e p essio  de la tyrosine hydroxylase  (Hnasko et al., 2012; Stamatakis 

et al., 2013; Root et al., 2014a, 2014b; Taylor et al., 2014). De plus, aucune libération de dopamine 

a t  d te t e pa  olta t ie ap s sti ulatio  de la VTA  (Stamatakis et al., 2013; Root et al., 

2015). Chez les rongeurs, au moins 95% des neurones de la voie VTALHb sont glutamatergiques et 50 

à 80% des neurones (respectivement chez le rat et la souris) co-expriment également du GABA 

(Hnasko et al., 2012; Stamatakis et al., 2013; Root et al., 2014a, 2014b; Taylor et al., 2014; Lammel et 

al., 2015). Cette hétérogénéité permet aux réseaux VTA-LHb de réguler plus finement les 

comportements. Da s u  test de p f e e de pla e, l a i al i je t  a e  u e d ogue e . ocaïne) 

dans un espace X aura tendance à y rester plus longtemps que dans un espace Y dans lequel aucune 

substance récompensante (ex. solution saline) ne lui a été injectée, et inversement dans un test 

d a e sio  de pla e (Sanchis-Segura & Spanagel, 2006). Ainsi, la stimulation optogénétique des 

neurones glutamatergiques de la voie VTALHb entraine une aversion de place tandis que la 

stimulation des neurones GABAergiques promeut au contraire une préférence de place (Stamatakis 

et al., 2013; Root et al., 2014a).   

La LH  po d à la dopa i e ou à l apo o phi e, u  ago iste des récepteurs de type 2 (Kowski et 

al., 2009; Good et al., 2013). Cepe da t, la dopa i e peut p o e i  d u  o au aut e ue la VTA 
comme la substance noire pars compacta (SNpc), l ai e p opti ue dia e ou d aut es o au  
hypothalamiques synthétisant de la dopamine et innervant la LHb (Li et al., 1993). 

La voie LHbVTA se compose de neurones glutamatergiques de la LHb faisant directement synapse sur 

les cellules dopaminergiques de la VTA médiane ou les interneurones GABAergiques de la VTA 

(Omelchenko et al., 2009; Brown & Shepard, 2016). Cette voie utilise pas la transmission 

dopaminergique puisque 73% des neurones de la LHb la composant sont insensibles à 

l ad i ist atio  de dopa i e (Good et al., 2013). Elle est plutôt hyperactivée chez les animaux 

modèles de dépression à cause de la potentialisation de la transmission glutamatergique au niveau 

des récepteurs présynaptiques de la LHb (Li et al., 2011). Selon le modèle de Lammel et al., la voie 

LHbVTA i le des eu o es o e t s à des st u tu es i pli u es da s l a e sio  (Lammel et al., 

2012 ; voir partie 4|1.a). Une autre hypothèse suggère que les neurones dopaminergiques de la VTA 

reçoivent sur leurs dendrites distales l e itatio  di e te de la LH  et su  leurs dendrites proximales 

les signaux inhibiteurs du noyau rostromédian du tegmentum (RMTg ; Christoph et al., 1986; Ji & 

Shepard, 2007; Omelchenko et al., 2009; Brown & Shepard, 2016). De ce fait, les signaux exciteurs 

sont court-circuités.  

a|ii. Innervation réciproque des noyaux du Raphé (sérotonine) 

La stimulation électrique ou pharmacologique de la LHb conduit à une diminution de la libération des 

monoamines (dopamine et sérotonine) dans différentes aires cérébrales (Kalén et al., 1989; Han et 
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al., 2016). La division médiane de la LHb envoie des efférences vers les neurones sérotoninergiques 

du noyau médian du Raphé (MnR), de la partie caudale du noyau du Raphé et du noyau dorsal du 

Raphé (DR) ainsi que vers des interneurones GABAergiques du DR (Vertes & Linley, 2008; Quina et 

al., 2015; Tchenio et al., 2016; Metzger et al., 2017). La division latérale de la LHb, quant à elle, 

atteint d a o d le RMTg qui inhibe les neurones glutamatergiques du DR (voir partie suivante a|iv ; 

Metzger et al., 2017). Ai si, diff e ts seau  de o e io  pe ette t d i hi e  ou d a ti e  les 
noyaux sérotoninergiques. La lésion de l ha ula entraîne également une baisse dans la quantité de 

substance P libérée au niveau du DR, ce qui suggère une possible modulation directe de la MHb 

(Zhao et al., 2015a).  

Comme pour la VTA, la p oje tio  de l habénula sur les noyaux du Raphé est réciproque. Le MnR 

innerve majoritairement la division médiane de la LHb (Vertes & Linley, 2008; Metzger et al., 2017). 

Finalement, une grande partie des neurones du Raphé ne sont pas exclusivement sérotoninergiques 

mais peuvent exprimer du glutamate, du GABA ou co-exprimer du glutamate et de la sérotonine 

(Metzger et al., 2017). Mais le t pe de eu o es du Raph  p ojeta t su  l ha ula est pas e o e 
déterminé. A ce jour, seule la voie sérotoninergique du DR innervant la LHb a été mis en évidence 

(Tchenio et al., 2016). 

a|iii. Innervation par les noyaux noradrénergiques 

La tyrosine hydroxylase permet de visualiser les fibres dopaminergiques ainsi que noradrénergiques. 

E  e a he, la dopa i e β-hydroxylase est l e z e spécifique de synthèse de la noradrénaline 

do t o  o se e l i u o a ti it  des fi es da s la LHb et la MHb (Gruber et al., 2007; Aizawa et 

al., 2012). De plus, des études par traçage autoradiographique et des lésions des voies efférentes 

démontrent u e i e atio  de l ha ula par le lo us œ uleus, le noyau principal du cerveau 

produisant la noradrénaline (Kobayashi et al., 1975; Jones & Moore, 1977; Gottesfeld, 1983). Plus 

précisément, les fibres noradrénergiques provenant du lo us œ uleus et des ganglions cervicaux 

supérieurs innervent particulièrement la partie rostrale de la MHb alors que seul le lo us œ uleus 

innerve la LHb (Gottesfeld, 1983).  

a|iv. Projection sur le noyau rostromédian du tegmentum (RMTg) 

La LH  i hi e l a ti it  le t i ue des neurones de la VTA et de la SNpc (Christoph et al., 1986; 

Matsumoto & Hikosaka, 2007). Cependant, la quasi-totalité des neurones de la LHb sont 

glutamatergiques. Un intermédiaire est donc nécessaire. En 2007, Ji et Shepard donnent la première 

ide e d u  i te diai e GABAe gi ue e  utilisa t des a tago istes GABA su  la VTA pou  le e  

l i hi itio  (Ji & Shepard, 2007). Des études de traçages et de microscopie électronique ont pu 

confirmer la projection de la LHb sur les neurones GABAergiques du RMTg qui, à son tour, régule 

négativement les noyaux monoaminergiques comme la VTA, la SNpc ou le DR  (Jhou et al., 2009a, 

2009b; Kaufling et al., 2009; Brinschwitz et al., 2010; Balcita-Pedicino et al., 2011; Bernard & Veh, 

2012; Lavezzi et al., 2012). Malgré ses multiples projections dans le mésencéphale, seule une 

sous-population de neurones de la LHb innerve spécifiquement les noyaux du Raphé, la VTA ou le 

RMTg. En effet, très peu de neurones de la LHb projettent des collatérales sur ces différentes 

structures, ce ui pe et à la LH  d utilise  diff e ts i uits pou  odule  i d pe da e t les 
noyaux monoaminergiques (Bernard & Veh, 2012; Gonçalves et al., 2012; Petzel et al., 2017).   

Selon le modèle de Lammel et al., la voie LHbRMTg cible des neurones de la VTA latérale qui 

projettent à leur tour sur le noyau accumbens (NAc) connu pour son implication dans les effets 
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récompensants (Lammel et al., 2012; Russo & Nestler, 2013 ; voir partie 4|1.a). La stimulation 

optog ti ue ou pha a ologi ue  de la LH  ou du RMTg p o o ue u  o po te e t d a e sio  : 

dans une boîte à deux comparti e ts, l a i al i a se fugie  da s le o pa ti e t o  asso i  à la 
stimulation (Stamatakis & Stuber, 2012; Jhou et al., 2013). 

b. Système circadien 

b|i. Innervation directe ou indirecte par le SCN 

Plusieurs études immunohistochimiques montrent l e iste e de fibres AVP i e a t l ha ula 
suggérant un possible lien entre celle-ci et le SCN (Buijs, 1978; de Vries et al., 1981; Zhang et al., 

2016). N a oi s, u e l sio  de l ho loge p i ipale e t aîne aucune modification du marquage 

AVP environnant l ha ula (Hoorneman & Buijs, 1982; Rood et al., 2013). De même, la LHb exprime 

fortement le récepteur à la prokineticine 2, laquelle est u e so tie eu o ale de l ho loge du SCN 
entrainée par la lumière (Cheng et al., 2002, 2005). L e p essio  d u e p ot i e fluo escence verte 

(GFP) sous le contrôle du promoteur de la prokineticine 2 a permis la mise en évidence de 

l i e atio  p oki eti i e gi ue du SCN (Zhang et al., 2009). Cependant, les auteurs ne mentionnent 

u u e fai le p se e oi e u e a se e de a uage fluorescent dans la LHb. Il se trouve que les 

gio s de l ai e p opti ue dia e, de l h pothala us lat al, du o au pa a e t i ulai e (PVN) de 

l h pothala us et du septu  lat al (toutes les quatre projetant sur la LHb), sont également 

innervées par le SCN via des fibres prokineticinergiques (Zhang et al., 2009; Hernández et al., 2015; 

Zahm & Root, 2017). Sans oublier que la prokineticine 2 est aussi un des facteurs diffusibles du SCN 

ce qui implique que  ce dernier peut moduler à distance l a ti it  d aut es ho loges (Silver et al., 

1996; Cheng et al., 2002). D aut es oies i te diai es so t e isagea les o e la oie des 
glucocorticoïdes, la voie vasopressinergique via le noyau du lit de la stria terminalis (BNST) ou le PVN 

et la voie sérotoninergique via le noyau du Raphé cependant elles doivent encore être confirmées 

fonctionnellement (Semba et al., 1984; Balsalobre et al., 2000; Glass et al., 2000; Vertes & Linley, 

2008; Rood et al., 2013; Zhang et al., 2013; Hernández et al., 2015). 

b|ii. Innervation par la rétine 

Une autre afférence du système circadien est celle de la rétine par qui les informations lumineuses 

arrivent au reste du système nerveux central. Une connexion directe a été observée chez des rats par 

injection de toxine cholérique marquée dans la rétine (et inversement) mais les ipRGC, dont le rôle 

est de t a s ett e des i fo atio s o  photi ues, s a te t à la li ite do sale de la LH  (Qu et al., 

1996; Reuss & Decker, 1997; Hattar et al., 2006). Plusieurs évidences attestent la connexion entre ces 

deu  st u tu es. Tout d a o d, la protéine C-FOS est exprimé durant la nuit ou la nuit subjective dans 

la LHb d animaux nocturnes ta dis u u  flash lu i eux augmente la quantité de cellules exprimant 

ce facteur de transcription, chez un rongeur diurne (Tavakoli-Nezhad & Schwartz, 2005, 2006; 

Shuboni et al., 2015). De plus, une stimulation photique de la rétine entraîne une augmentation, une 

réduction ou une inhibition complète de l a ti it  des ellules de la LH  hez le at et de l ha ula 
dorsale gauche chez le poisson zèbre (Zhao & Rusak, 2005; Dreosti et al., 2014; Cheng et al., 2017). Il 

se ait possi le ue l effet d u e sti ulatio  lu i euse diff e selo  le t pe ellulai e de la LH . De 

plus, cette réponse à la lumière est différente si le stimulus arrive durant le jour ou la nuit subjectif 

de l a i al (Zhao & Rusak, 2005). Mais cette réponse arrive tardivement, laissant supposer 

l i pli atio  d un relais. Chez le poisson zèbre, un noyau dans le thalamus antérieur dont les fibres 

innervent l ha ula eçoit des p oje tio s de la rétine et répond également aux stimulations 

lumineuses (Cheng et al., 2017). Cette voie thalamo-habénulaire est impliquée lors de la modulation 
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de l a ti it  lo o ot i e pa  la lu i e leue (Lin & Jesuthasan, 2017). Si un tel relais a été conservé 

à t a e s l olutio , di e s o au  thala i ues et h pothala i ues hez les a if es 
ep se te t de possi les a didats. E  effet, l h pothala us lat al, l ai e p opti ue et la région 

péri-habénulaire sont innervés par les ipRGC et la projection des deux premiers sur la LHb a déjà été 

démontrée (Hattar et al., 2006; Zahm & Root, 2017). 

c. Système métabolique 

c|i. Innervation réciproque de l’hypothalamus latérale 

Les eu o es gluta ate gi ues p o e a t de l h pothala us lat al ciblent en particulier la division 

médiane de la LHb, en formant des boutons en passant (Poller et al., 2013; Stamatakis et al., 2016). 

Les neurones ciblés projettent ensuite sur la VTA ou le RMTg do t la p opo tio  a pas e o e t  
analysée (Poller et al., 2013; Lecca et al., 2017b). Ces neurones glutamatergiques de l h pothala us 
latéral sont importants pour moduler les comportements alimentaires, notamment ceux impliquant 

une nourriture plaisante, mais aussi da s l a e sio  ou da s l ite e t de ho s électriques 

(Stamatakis et al., 2016; Lecca et al., 2017b). La LHb est également innervée par des fibres 

orexinergiques mais aucune étude sur une éventuelle co-libération avec le glutamate a été encore 

réalisée (Peyron et al., 1998; Baldo et al., 2003; Zhang et al., 2018). Comme une grande partie de ses 

afférences, il existe une projection réciproque provenant de la LHb (Zahm & Root, 2017). 

d. Autres afférences 

Les ganglions de la base (dont le globus pallidus interne ou le noyau entopédonculaire [EPN] chez les 

rongeurs et le pallidum ventral) projettent sur la LHb des fibres co-libèrant du GABA et du glutamate 

(Shabel et al., 2012, 2014; Stephenson-Jones et al., 2016).  

Des fibres a u es pa  l AVP sont observées dans la LHb qui proviennent du PVN et possiblement 

du BNST ou de l a gdale dia e (Buijs, 1978; Rood et al., 2013; Hernández et al., 2015; Zhang et 

al., 2016). Des fibres contenant du PACAP1 i e e t gale e t l ha ula ais leu  o igi e reste 

pou  l i sta t inconnue (Hannibal, 2002). 

Parmi les autres afférences de la LHb, on peut citer également le septu  lat al, l ai e p optique, le 

cortex préfrontale, la bande diagonale de Broca, la substance grise périaqueducale (PAG) et 

l h pothala us a t ieu  (liste non exhaustive ; Herkenham & Nauta, 1977; Sutherland, 1982; 

Lecourtier & Kelly, 2007; Bianco & Wilson, 2009). 

e. Autres efférences 

Parmi les autres efférences de la LHb, on retrouve le noyau dorsolatéral du tegmentum (noyau 

cholinergique), la PAG, le noyau de la zona incerta et l ai e p opti ue (liste non exhaustive ; 

Sutherland, 1982; Satoh & Fibiger, 1986; Herkenham & Nauta, 1979; Lecourtier & Kelly, 2007; Bianco 

& Wilson, 2009). 

f. MHb 

La MHb est innervée par le septum, par les fibres GABAergiques et cholinergiques de la bande 

diagonale de Broca, mais également par des structures sensorielles selon les espèces (le bulbe 

olfactif, la rétine, l organe parapinéal, la ligne latérale sur laquelle les électrorécepteurs détectent les 

                                                           
1
 De l a glais pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide 
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champs électriques chez la lamproie ; voir partie 4|1.e) et projettent massivement sur le noyau 

interpédonculaire qui fait synapse sur les noyaux dopaminergiques, les noyaux du Raphé, le septum, 

l h pothala us post ieu , l hippo a pe et le o te  e tho i al (Klemm, 2004; Stephenson-Jones et 

al., 2012). 

g. Macro-systèmes 

Cette toute petite st u tu e u est l ha ula se présente comme un relais entre les informations 

provenant des ganglions de la base et du système limbique (des émotions), et les noyaux 

monoaminergiques. Cependant elle ne fait pas office de simple relais. Elle intègre diverses 

informations émergeant de différentes parties du cerveau desquelles se dessinent des 

macro-systèmes (voir FIGURE 15A ; Heimer & Van Hoesen, 2006; Zahm, 2006; Geisler & Trimble, 

2008). On distingue plusieurs macro-systèmes qui rassemblent des structures impliquées dans la 

même fonction cognitive ou comportementale : 

 Complexe striatopallidum ventral impliqué dans le circuit de la récompense, les fonctions 

motivationnelles et émotionnelles (voir partie 4|1.a)  

 Complexe striatopallidum do sal i pli u  da s l e utio  de o po te e ts motivés par 

un but et le renforcement des comportements (voir partie 4|1.a)  

 Complexe amygdale étendue impliqué dans les comportements de peur/menace/anxiété 

(voir partie 4|1.b)  

 Complexe hippocampo-septal préoptique i pli u  da s la oi e et l app e tissage (voir 

partie 4|1.d) 

 Complexe rétine-SCN impliqué dans le système circadien (voir partie 4|3.b et partie 4|2) 

De plus, le réseau se complexifie lo s ue l o  ajoute les i te o e io s entre les macro-systèmes. Ils 

fi isse t pa  o e ge  e s l ha ula afi  d i t g e  apide e t des i fo atio s o ti ales 
appa e t es à l tat i te e de l a i al et au  sig au  e i o e e tau  ui l e tou e t, pou  
adopter le meilleur comportement à une situation donnée (Baker et al., 2015). Ainsi, la capacité de 

l ha ula à o t ôle  de diff e tes a i es les o oa i es lui o f e u e fle i ilit  aussi ie  
pour les fonctions cognitives que motrices. 

4|1. Fonctions 

Chez la lamproie et le poisson zèbre, les o e io s so t si ples a  ils o t esoi  ue 
d i stallatio s i es de o po te e ts : un stimulus entraîne une réponse.  Par exemple, la 

d te tio  d u  st ess ou d u  l e t a e sif o e u  p dateu  sulte a à la fuite de l a i al ou 
à son immobilité (Stephenson-Jones et al., 2012; Lecca et al., 2017a; Lin & Jesuthasan, 2017). 

Plusieu s fo tio s o e l a e sio , le st ess ou l a ti it  i adie e au aie t o e eto e 
comportementale une suppression de la locomotion (Hikosaka, 2010). Mais  a-t-il que cela ? Au 

ou s de l olutio , le s st e a essit  de plus e  plus de souplesse, d app e tissage et 
d a ti ipatio  su  les e e ts futu s o s o e au ais . Si o  o sid e l ha ula o e 
un aiguilleur, soit elle renforcera le comportement en cours soit elle le changera en un autre 

comportement mieux adapté à la situation (Baker et al., 2015; Mizumori & Baker, 2017). Imaginons 

une proie comme une souris dont le but est de récupérer de la nourriture. Elle sait quel 

comportement adopter pou  a he e  so  ut ais so  tat i te e fai  s sati t , l e tualit  de 
rencontrer un prédateur (jour vs nuit), son état de stress et la valeur motivationnelle et émotionnelle 
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de son but, vont entrer en compétition pour décider si le jeu en vaut la chandelle (voir FIGURE 15B). 

Aut e e t dit si le ut a assez de aleu  pou  p e d e la pei e de s  is ue  (Mizumori & Baker, 

2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE 15 : MACRO-SYSTEMES CONVERGEANT VERS LA LHB ET LEUR INTEGRATION. (A) Différents macrosystèmes 

convergent vers la LHb. En ce qui concerne la rétine, plusieurs relais* potentiels existent comme la zone péri-

ha ulai e, l ai e p opti ue et l h pothala us lat al. E  e ui o e e le SCN, plusieu s ela is
$
 potentiels 

e iste t o e l ai e p opti ue dia e, l h pothala us lat al, le o au paraventriculaire, le septum 

latéral, le BNST et les noyaux du Raphé. (B) La LHb intègre les informations provenant des macrosystèmes qui 

décrivent le contexte actuel tat i te e de l o ga is e, e i o e e t e te e, aleu  
émotionnelle/motivationnelle du but) pour décider du comportement à adopter (le renforcer ou en changer). 

BLA : amygdale basolatérale ; BNST : noyau du lit de la stria terminalis ; CeA : amygdale centrale ; CPu : 

caudé/putamen ; EPN : noyau entopédonculaire ; GPe : globus pallidus externe ; HPC : hippocampe ; MD : 

noyau médiodorsal du thalamus ; MS : septum médian; LH : hypothalamus latéral ; LPO : aire préoptique 

latérale ; LS : septum latéral ; NAc : noyau accumbens ; PFC : cortex préfrontal ; SCN : noyau 

suprachiasmatique ; VA : noyau antérieur du thalamus ; VL : noyau latéral du thalamus ; VP : pallidum ventral. 

Adapté de Geisler & Trimble, 2008; Mathis, 2016; Mizumori & Baker, 2017. 
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Cette partie d taille a les diff e tes fo tio s au uelles l ha ula pa ti ipe et les o s ue es 
de sa défaillance. 

a. Motivation & Aversion 

Le système de la récompense est un réseau complexe composé de diverses structures cérébrales. 

Cependant, la communication entre la VTA et le NAc est la pierre angulaire de ce circuit (Russo & 

Nestler, 2013). La LHb entre dans ce réseau en inhibant les neurones de la VTA et de la SNpc, et 

reçoit des informations directes de la VTA ou indirectes du NAc (Christoph et al., 1986; Zahm, 2006; Ji 

& Shepard, 2007; Geisler & Trimble, 2008; Hnasko et al., 2012; Root et al., 2014b; Taylor et al., 2014). 

La LHb est notamment activée lo s d u  e e t a e sif, d une tâche sans récompense ou lors 

d u e e eu  de p di tio  o e l a se e d u e o pe se attendue chez les rongeurs et les 

primates (Matsumoto & Hikosaka, 2007; Salas et al., 2010; Shabel et al., 2012; Lawson et al., 2014; 

Lecca et al., 2017a). L IRM fo tio elle ale a pe is de o le  le fonctionnement entre la 

VTA et la LHb à l tat de epos ai si ue lo s d e e ts a e sifs, ce qui a permis de confirmer 

chez les humains le fort couplage entre ces deux structures (Ely et al., 2016; Hennigan et al., 2015). 

Cependant, contrairement au NAc qui perçoit des afférences dopa i e gi ues de la VTA, la LH  est 
régulée que par le glutamate et le GABA libérés par la VTA (les différentes connexions entre la VTA et 

la LHb ont été détaillées précédemment dans la partie 4|3.a|i). La transmission GABAergique 

VTALHb promeut la préférence alors que la transmission glutamatergique VTALHb conduit à une 

aversion (Lammel et al., 2012; Stamatakis et al., 2013; Root et al., 2014a). La VTA est pas un simple 

composant dans le circuit de la récompense. Elle encode la aleu  des e e ts u ils soie t 
positifs ou négatifs (Berridge, 2007). 

La LHb est une structure sensible aux drogues. Une dose de cocaïne ou de d-amphétamine, deux 

psychostimulants, baisse le métabolisme de la LHb, suggérant une moindre activation de ses 

neurones (Wechsler et al., 1979; London et al., 1986). La cocaïne, la d-amphétamine, la 

méthamphétamine, la MDMA1 tout comme la nicotine engendrent une neurodégénérescence au 

niveau du fasciculus retroflexus (Carlson et al., 2000; Ellison, 2002; Lax et al., 2013). En raison du lien 

étroit entre la LHb et la VTA, les études se sont penchées sur son rôle dans la prise de drogue. La 

lésion de la LHb aug e te la o so atio  d tha ol o pa e à celle des animaux contrôles 

« sham » mais ne perturbe pas la prise volontaire de cocaïne (Friedman et al., 2010; Haack et al., 

2014). En revanche, l a i al o ti ue a à e he he  sa dose même si celle-ci a été remplacée par du 

salin, ce qui suggère un déficit dans la reconnaissance de la récompense (Friedman et al., 2010). 

Comment déterminer alors si une action est bonne e  l a se e de référence ? La LHb apparaît ici 

comme un frein pour retrouver son état basal, ap s l a i e d u e o pe se. C est à pa ti  de e 
constat que s est d eloppé la stimulation profonde du cerveau (DBS pour Deep brain stimulation) 

comme solution potentielle à l addi tio  (Yadid et al., 2013). Les rats traités par DBS présentent une 

diminution de leur consommation de cocaïne ou de sucrose en auto-administration2, l e ti tio  du 
comportement est plus rapidement mis en place et la rechute est moindre. Cependant tout ceci est 

possible tant que le fasciculus retroflexus, la voie de sortie de la LHb, reste intact (Friedman et al., 

2010, 2011; Lax et al., 2013). 

                                                           
1
 3,4-méthylènedioxy-N-méthylamphétamine 

2
 L a i al hoisit de lui- e de s auto-ad i ist e  ou o  u e solutio  o aï e, su ose, a ph ta i e…  e  

faisant une action spécifique (appuyer sur un levier, mettre son museau dans un trou)  
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Cette neurodégénérescence liée aux drogues précédemment observée par G. Ellison amena la 

théorie u elle se ait la o s ue e d un déséquilibre entre le glutamate et le GABA : la prise de 

d ogue l e ait l i hi itio  de la LH , e ui p o o ue ait so  h pe a ti ité (Ellison et al., 1996; 

Ellison, 2002). En effet, la cocaïne augmente le nombre de récepteurs AMPA au niveau de la LHb, ce 

qui augmente l a plitude des courants excitateurs des neurones de la LHb et potentialise le signal 

glutamatergique (Maroteaux & Mameli, 2012; Meye et al., 2015). De plus, cette excitabilité est 

maintenue pendant plusieurs jours après l administration de cocaïne (Zuo et al., 2013; Neumann et 

al., 2015). Bien que la cocaïne ait un effet récompensant et promeut une préférence de place, cet 

effet e du e ue du a t les  i utes sui a t l i je tio . Plus ta d, l a i al d eloppe u e 
aversion de place (Jhou et al., 2013). La cocaïne a donc un effet récompensant puis aversif. 

L h pe a ti it  de la LH  peut venir de différentes afférences glutamatergiques (hypothalamus 

latéral, VTA, EPN) dont la stimulation entraîne aussi une aversion de place (Shabel et al., 2012; Root 

et al., 2014a; Stamatakis et al., 2016; Lecca et al., 2017a). La LHb activée recrute les neurones 

GABAergic du RMTg et de la VTA afi  d i hi e  les ellules dopa i e gi ues de la VTA (Jhou et al., 

2009b; Lammel et al., 2012; Tan et al., 2012). Ainsi lors du sevrage, l aug e tatio  des récepteurs 

GABAA à la su fa e de la LH  pou ait i di ue  u  effet de o pe satio  de l h pe excitabilité 

induite par la prise de drogues (Keys & Ellison, 1999). 

Il ne faut pas croire que la LHb participe seulement aux tâches aversives ou ne délivrant pas de 

récompenses. E  plus d agi  o e f ei , elle pe et l aluatio  e t e deu  o pe ses dont la 

aleu  et les is ues o t pas le même poids. Un individu optera pour l optio  ui o po te u  
risque minimum et une récompense maximum. Lors du hoi  d u e petite o pe se toujou s 
délivrée contre une plus grosse récompense do t l o te tio  est variable, l i a ti atio  
pharmacologique de la LHb ou du RMTg montre ue les ats hoisisse t l u e ou l aut e optio  sa s 
p f e e elle, ie  u à is ue gal ils p f e o t la g osse o pe se. Les ats distinguent 

bien la différence entre une petite et une grande récompense, cependant ils présentent un déficit de 

décision dans les choix biaisés (Stopper & Floresco, 2014). Encore faut-il se rappeler des options qui 

s off e t à ous (voir partie 4|1.d sur la mémoire). 

La MH  se le gale e t pa ti ipe  à la gulatio  des o po te e ts li s à l addi tio . Les études 

se sont plus fo alis es su  le ôle u elle joue da s l addi tio  à la i oti e au ue de la g a de 
concentration des récepteurs nicotiniques qu elle e p i e (Viswanath et al., 2013 ; voir partie 

4|2.d|ii). Toutefois, la lésion de la MHb altère la préférence au sucrose et la locomotion motivée 

comme courir dans une roue, ie  ue l a ti it  asale este identique aux animaux contrôles (Hsu et 

al., 2014). De plus, l auto-administration de cocaïne, de o phi e ou d al ool est di i u e lo s ue 
des antagonistes nicotiniques sont diffusés dans la MHb (Viswanath et al., 2013). Malgré des 

résultats impliquant la MHb dans la prise de drogues, elle reste peu étudiée comparée à sa voisine. 

b. Peur, stress et anxiété 

Le st ess est u  fa teu  ui pe tu e fo te e t l uili e ps hi ue et/ou ph siologi ue d u  
individu. Il peut être associé à des pathologies telles que la d p essio , l a i t  ou le st ess post-

traumatique (Franklin et al., 2012). 

O  disti gue la peu  de l a i t . La p e i e est la o s ue e d u e e a e di e te do t o  peut 
s happe  et qui se dissipe rapidement lorsque le danger est écarté. L a xiété est quant à elle due à 
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la pe spe ti e d u e menace ou d u  st ess oi s sp ifi ue et oi s p di ti le u u e peu  (Davis 

et al., 2010; Okamoto & Aizawa, 2013). 

Lo s d u  st ess pha a ologique ou physique, u il soit évitable ou inéluctable, une augmentation 

du marquage C-FOS est observée dans les neurones de la LHb projetant sur la VTA, le RMTg et le DR  

chez les rats (Chastrette et al., 1991; Kurumaji et al., 2003; Dolzani et al., 2016; Park et al., 2017). Si 

ce stress devient chronique, on constate une réduction de volume de la LHb et de la MHb chez les 

rats, réduction retrouvée également chez les patients dépressifs, mais pas chez ceux atteints de 

stress post-traumatique (Savitz et al., 2011a, 2011b; Jacinto et al., 2017). En ce qui concerne les 

rongeurs, ce changement morphologique est dû à une diminution du nombre de cellules neuronales 

et gliales ; ces dernières sont importantes pour la recapture du glutamate afin d éviter une 

hyperactivation de la LHb (Cui et al., 2014; Jacinto et al., 2017). Il est possible de diminuer les 

comportements de type anxieux chez le rat si la LHb est lésée ou inhibée optogénétiquement lors 

d u  st ess (Dolzani et al., 2016; Jacinto et al., 2017). On observe le même résultat lo s u o  renforce 

la transmission GABAergique en distillant des agonistes dans la LHb, tandis que des antagonistes 

produiront des effets de type anxieux comme une diminution des visites des bras ouverts et du 

temps passés dans ceux-ci dans le labyrinthe en croix surélevé (Gill et al., 2013; Mathis et al., 2015). 

De plus, l a ti atio  optogénétique des voies du septum et du BNST projetant sur la MHb induit 

l appa itio  de o po te e ts de peur ou de type anxieux chez les rats (Yamaguchi et al., 2013a). 

c. Nociception 

La nociception est un mécanisme permettant de détecter les stimuli potentiellement dangereux dans 

la nature (Julius & Basbaum, 2001). 

Lo s d u  pi e e t de la queue chez les rats, les neurones de la LHb répondent à la stimulation 

nociceptive par une augmentation ou une réduction de leur activité électrique (Zhang et al., 2013; Li 

et al., 2016). La stimulation de la LH  aug e te la late e de et ait de la ueue lo s u u  sti ulus 
nociceptif thermique au chaud est appli u  et aug e te le seuil de po se lo s d u  sti ulus 
nociceptif mécanique (Terenzi et al., 1990; Terenzi & Prado, 1990). De plus, la diffusion de glutamate 

ou de o phi e da s la LH  i e et effet a alg si ue alo s u u  p t aite e t au alo o e 

(antagoniste des récepteurs opioïdes) l att ue, sugg a t l a ti atio  d u e voie anti-nociceptive 

par la LHb (Terenzi & Prado, 1990). En effet des données immunohistochimiques, radiographiques et 

d h idatio  in situ o t e t l e p essio  de epteu s opioïdes da s la LH  et la MH  et leu  
innervation par des fibres produisant des enképhalines (Pert et al., 1976; Atweh & Kuhar, 1977; 

Shinoda & Tohyama, 1987; Aizawa et al., 2012). La LHb projette également sur la PAG qui prend part 

à la voie descendante en inhibant la nociception (Li et al., 1993; Behbehani, 1995) 

d. Mémoire 

Lo s d u e tâ he a o pag e d u e o pe se, la LH  présente un grand pi  d a ti atio  lorsque 

la p di tio  d u e o pe se est e o e, aut e e t dit o  s atte d à u e o pe se ui est 
pas venue (Matsumoto & Hikosaka, 2007, 2009). Néanmoins, on peut supposer que cette prédiction 

est possi le ue si l i di idu se sou ie t à quoi est associée la cible (récompense ou non).  

La piscine de Morris est une tâche conçue pour tester la mémoire spatiale. Elle consiste à retrouver 

u e platefo e a h e sous l eau à l aide d i di es e i o e e tau . La o isatio  de la 
localisation est testée en enlevant la plateforme lors du test de rappel Mo is et al., ; D Hooge 
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& De Deyn, 2001). Les ats a a t u e l sio  de l ha ula présentent un déficit de mémoire. Ils ont 

besoin de plus de temps pour retrouver la plateforme cachée et pour se souvenir de son 

emplacement lors du test de rappel comparés aux animaux contrôles « sham » (Lecourtier et al., 

2004). Plus p is e t, l ha ula i te ie t da s l e odage et le rappel de la mémoire spatiale 

lorsque ces processus sont engendrés en temps réel, ce qui nécessite une mémoire de travail 

fonctionnelle (Mathis et al., 2015, 2017; Baker et al., 2017). La formation hippocampique et le cortex 

préfrontal jouent un grand rôle dans la mémoire de travail et spatiale. L ha ula est a e da s e 
réseau avec la MHb qui reçoit des aff e es de l hippo a pe pa  l i te diai e du septu  (Bianco 

& Wilson, 2009). De plus, la LHb, le cortex préfrontal et l hippo a pe présentent une 

synchronisation de leurs oscillations thêta durant l app e tissage et les p o essus si ues (Aizawa 

et al., 2013b; Goutagny et al., 2013). Cette activité coordonnée permet la mise en place d u e 
plasticité entre ces structures et d u e fle i ilit  o po tementale si les indices environnementaux 

changent (Mathis & Lecourtier, 2017; Mizumori & Baker, 2017). Ainsi, la déconnexion 

pharmacologique de la LHb et du cortex préfrontal diminue les pe fo a es de l a i al lo s d u e 
tâche qui requière un effort cognitif important et entraîne un déficit dans la mémoire de travail 

(Mathis et al., 2017). 

E  su , l ha ula intègre le ressenti (émotions), l e i o e e t i di es lu i eu , so o es ; 

danger immédiat), la st at gie e  ou s et l e pe tatio  de so  résultat afin de répondre par un 

comportement moteur adapté (Mathis & Lecourtier, 2017; Mizumori & Baker, 2017). 

e. Intégration sensorielle 

Dans les organismes moins complexes, l ha ula l équivalent de la MHb) reçoit des connexions des 

systèmes sensoriels (visuel, olfactif, champs électrique) afi  de d te te  d e tuels prédateurs et 

d a o e  u e fuite ou u e i o ilit  (Dreosti et al., 2014; Jetti et al., 2014; Stephenson-Jones et 

al., 2012). Cependant, il semblerait que ces afférences directes soient perdues chez les mammifères 

(Sutherland, 1982; Stephenson-Jones et al., 2012). Il est possi le u ils i t g e t les i fo atio s 
provenant de macro-systèmes pour ne plus avoir une simple réponse innée à un stimulus mais pour y 

associer un apprentissage.  

f. Réponse motrice 

L h pe a ti it  de la LH  aug e te l i o ilit  ta dis ue la stimulation de la MHb ou l i hi itio  de 
la LHb aug e te l a ti it  lo o ot i e de l a i al, sans que le système moteur ne soit atteint (Li et 

al., 2011; Cui et al., 2014; Malinow, 2016; Otsu et al., 2018). De plus, le sectionnement du fasciculus 

retroflexus abolit l a ti it  de course dans la roue dont la valeur de récompense est élevée chez les 

hamsters (Paul et al., 2011). Bien que l a ti it  lo o ot i e soit régulée temporellement par le SCN, 

l ha ula  joue gale e t u  ôle. Un hamster aura une phase active en début de nuit et 

diminuera peu à peu son activité en fin de nuit jus u à e ue celle-ci soit totalement absente au 

début du jour. Cependant, lors de la section des efférences de la LHb, cette diminution en fin de nuit 

disparaît (Paul et al., 2011). L ha ula p e d pa t à la lo o otio  oti atio elle ais gale e t à 
la régulation basale de la locomotion. 

g. Implication dans d’autres comportements 

 

Il a été reporté dans la litt atu e d aut es o po te e ts i pli ua t l ha ula. Les femelles ayant 

une lésion de la LHb présentent un sévère déficit dans leur comportement maternel qui inclut la 
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o st u tio  d u  id, le soi  au  petits et leu  up atio  si ils sont placés en dehors du nid pour 

les mettre à l a i (Corodimas et al., 1993; Matthews-Felton et al., 1995). De plus, des récepteurs à 

l œst og e ont été observés sur les neurones de la LHb, suggérant une possible modulation de 

l a ti it  des neurones de la LHb par les hormones sexuelles (Zhang et al., 2018).  

Quelques études se so t pe h es su  l i pli atio  de l ha ula da s l ag essi it . Chez les 

poissons zèbres par exemple, deux mâles sur un même territoire s aff o te o t pour installer une 

hiérarchie sociale et pa tage  les essou es selo  le sultat. Le fait de dui e au sile e l ha ula 
dorsale médiane1 augmente le nombre de morsures, la durée des combats et leur initiation est plus 

apide alo s ue dui e au sile e l ha ula do sale lat ale1 au a l effet contraire (Chou et al., 

2016). Chez les ats, la LH  i itie pas les atta ues ais odule la s it  de l ag essio  e  
renforçant via le système de la récompense le comportement agressif (Golden et al., 2016). 

h. Maladies psychiatriques 

h|i. La dépression  

La dépression est le plus commun des désordres psychiatriques. Elle est caractérisée par une baisse 

ou une absence de plaisir dans des tâches normalement plaisantes (anhédonie) et par une baisse de 

motivation (apathie), a o pag e pa  d aut es s ptô es do t la p se e d id es oi es oi e 
suicidaires, une perturbation du sommeil, des fonctions cognitives et du comportement alimentaire. 

Elle est également associée à une diminution globale du niveau de monoamines dans le cerveau 

(Willner et al., 2013; Yang et al., 2018). Par sa capacité à moduler les centres monoaminergiques, 

l ha ula est u e st u tu e i t essa te à tudie  da s le ad e de la d p essio . Des rats de 

diff e ts od les de d p essio  p se te t u e aug e tatio  du ta olis e de l ha ula, 
suggérant une augmentation de son activité qui est corrigée par des antidépresseurs (Caldecott-

Hazard et al., 1988; Shumake et al., 2003). De plus, l aug e tatio  de la t a s issio  
glutamatergique entraine une hyperactivation de la LHb ai si u une exacerbation des 

comportements de type dépressifs chez le rat et la souris (Cui et al., 2014; Han et al., 2016). La lésion 

de la LHb en revanche améliore le phénotype de type dépressif comme la baisse de l i o ilit  da s 
le test de la nage forcée, en augmentant la sérotonine libérée par les noyaux du Raphé (Yang et al., 

2008). L h pe a ti it  de la LH  peut t e due à u e aisse de la quantité des transporteurs de la 

recapture glutamatergique (GLT12 et GLAST3) situés essentiellement sur les astrocytes ou à une forte 

expression de la β-CaMKII4 qui induit une augmentation des récepteurs AMPA au niveau 

post-synaptique. Les deux cas de figure engendrent un état de type dépressif avec une anhédonie et 

une immobilité plus prononcée qui est restaurée si l a ti it  des récepteurs AMPA ou celle de la 

β-CaMKII est inhibée (Cui et al., 2014; Li et al., 2011, 2013, 2017). 

La d p essio  tout o e l addi tio  e t aîne une modification de la balance glutamate/GABA (se 

référer à la partie 4|1.a). Des rats au « profil dépressif » montrent une disparition de courant 

inhibiteur des neurones de la LHb comparés aux rats « normaux », tandis que ceux traités avec un 

antidépresseur (citalopram, un inhibiteur de la recapture sérotoninergique) montrent une 

aug e tatio  de la t a s issio  GABAe gi ue. E  d aut es te es, la LHb des rats au « profil 

                                                           
1
 N est pas l e a t ui ale t de la MH  des a if es 

2
 De l a glais glutamate transporter 1 

3
 De l a glais glutamate aspartate transporter 

4
 Protéine kinase calcium/calmoduline-dépendante de type II 
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dépressif » est plus e ita le alo s ue la LH  des ats t ait s a e  u  a tid p esseu  l est eau oup 
moins (Li et al., 2011; Shabel et al., 2014). Si on augmente la transmission GABAergique dans la LHb à 

l aide d ago iste, il est possi le d a lio e  le comportement de « type dépressif » (Winter et al., 

2011; Lecca et al., 2016). Le même résultat est obtenu si le transporteur de la recapture 

glutamatergique est surexprimé (Kang et al., 2018). Bien que cette hyperactivation soit vérifiée chez 

les animaux modèles, il manque encore des preuves de celle-ci chez les patients dépressifs 

(Benarroch, 2015). E  atte da t, il est possi le d agi  su  l ha ula pour traiter la dépression. La 

stimulation par DBS corrige les symptômes de « type dépressif » chez les rats e  di i ua t l a ti it  
de la LHb mais également chez les patients réfractaires ne répondant plus aux traitements 

médicamenteux (Sartorius & Henn, 2007; Sartorius et al., 2010; Meng et al., 2011; Kim et al., 2016). 

h|ii. La schizophrénie 

La schizophrénie est une maladie psychiatrique qui se caractérise par des symptômes positifs 

(hallucinations, pensées désorganisées) et négatifs (retrait social, apathie). Certains symptômes, 

o e l apathie, se aient la o s ue e d u  d sfo tio e e t dopaminergique dont le contrôle 

est o ale e t assu  pa  l ha ula (Ellison, 1994; Stopper & Floresco, 2015). De plus, les 

anti-psychotiques augmentent le métabolisme de l ha ula e ui, contrairement à la dépression, 

i di ue ait u e h poa ti it  de l ha ula à l o igi e du d so d e dopa i e gi ue (Fakhoury, 2017). 

Les patients schizophrènes présentent également des déficits cognitifs impliquant la mémoire de 

travail, l app e tissage des e eu s , les fonctions exécutives, l atte tio  et les décisions biaisées 

(petit vs grand risque ou petite vs grande récompense) dans lesquels la LHb joue à chaque fois un 

rôle (Lecourtier et al., 2004; Hikosaka, 2010; Stopper & Floresco, 2014, 2015; Mathis et al., 2017).  

4|2. Propriétés circadiennes de l’habénula 

L ha ula contient une horloge : non seulement elle possède une machinerie moléculaire, mais elle 

reçoit également des i fo atio s p o e a t de l e i o e e t e te e et gule les noyaux 

monoaminergiques afin de moduler les comportements aux meilleurs moments de la journée 

(sommeil, locomotion). 

a. Expression rythmique de gènes et de protéines horloges 

Co t ai e e t au SCN, l ho loge ol ulai e de la LH  est pas totale e t lu id e. L e p essio  de 
quelques gènes et protéines horloges ont été reportés dans la LHb chez les rongeurs (Shieh, 2003; 

Christiansen et al., 2016). Les protéines BMAL1, CLOCK et PER2 montrent une expression rythmique 

et journalière par immunohistochimie et western-blot chez des souris élevées en cycle LD 12:12. De 

plus, la LHb conserve pendant quelques jours ses oscillations de PER2 lors de sa mise en culture ex 

vivo, dont le rythme disparait chez les souris doublement mutées Cry1-2 (Guilding et al., 2010; Sakhi 

et al., 2014b). 

b. Activité électrique & rythmique 

La MHb a différents profils de décharge (se référer à la partie 4|2.b). La proportion des différents 

profils change au cours du temps : à ZT0 (transition nuit/jour) la quasi-totalité des cellules a un profil 

tonique contrairement à ZT12 (transition jour/nuit) où 50 % de la population des cellules est soit 

silencieuse soit dépolarisée à faible amplitude (Sakhi et al., 2014a). La LHb et la MHb déchargent plus 

fréquemment (≈8 Hz vs. ≈2 Hz) à ZT8 u à ZT20. Une alt atio  de l ho loge ol ulai e dou le 
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mutation1 Cry1-2) entraîne une baisse de la fréquence dans la LHb, ta dis u elle entraîne une 

augmentation de la fréquence dans la MHb. De plus, les deux structures perdent leur profil journalier 

(Sakhi et al., 2014a, 2014b). 

c. Entrées potentielles de l’horloge 

Le SCN peut pote tielle e t i flue e  l ha ula pa  des oies i te diai es ais so  i pli atio  
reste encore à démontrer (voir partie 4|3.b|i). Plusieurs évidences montrent une connexion entre 

l ha ula et la ti e. Si cette connectivité est préservée entre les esp es, o  peut s atte d e à 
trouver un relais thalamique qui transmettrait les informations lumineuses de la rétine (voir partie 

4|3.b|ii). De plus, la LHb répond par des dépolarisations ou hyperpolarisations lors de stimulations 

lumineuses de la rétine do t l a ti atio  est plus fo te lo s de la uit su je ti e, et module des 

comportements locomoteurs (Zhao & Rusak, 2005; Dreosti et al., 2014; Cheng et al., 2017; Lin & 

Jesuthasan, 2017). 

d. Sortie éventuelle de l’horloge 

La sérotonine est reconnue pour promouvoir l eil et inhiber le sommeil paradoxal. La lésion du 

fasciculus retroflexus ou de la LHb contribue à une diminution du sommeil paradoxal, alors que 

l hyperactivation de l ha ula a plutôt l aug e te  (Valjakka et al., 1998; Aizawa et al., 2013a; Cui 

et al., 2014). De plus, il apparaît que lors du sommeil paradoxal l ha ula et l hippo a pe 
observent des décharges synchrones dans les ondes thêta (Aizawa et al., 2013b; Goutagny et al., 

2013). Ces résultats suggèrent que la LHb promeut le maintien du sommeil paradoxal en inhibant les 

noyaux du Raphé. 

                                                           
1
 Mutation entraînant une perte de fonction 
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Objectifs 

Ce t a ail de th se a pou  o je tif de a a t ise  l ho loge p se te da s l ha ula. 

Premièrement, il nous a paru nécessaire de caractériser quels gènes horloges sont exprimés dans 

l ha ula, s ils sont rythmiques et quel est leur décours temporel. Bien que d aut es tudes aie t 
déjà rapporté ces faits, elles ont toujours été menées en cycle LD. Il reste donc à déterminer si 

l e p essio  de es g es est ie  e dog e (circadienne) à l ha ula e  ai te a t les a i au  e  
DD. De plus, nous ne savons pas jus u à uel poi t les g es ho loges so t essai es aux 

os illatio s i adie es da s la LH . U e alt atio  de l ho loge ol ulai e, o e u e dou le 
mutation (perte de fonction) des gènes Per, nous a pe is d lai i  sur ce point.  

Deuxièmement, la LHb reçoit des afférences directes ou indirectes du système circadien (rétine, 

SCN . Malg  sa apa it  d os ille  ex vivo, la LHb pourrait conserver en mémoire le rythme imposé in 

vivo. De e fait, ous ous so es i te og s su  le deg  d i d pe da e de la LHb vis-à-vis du 

SCN. En utilisant des souris transgéniques Per2::luciférase (Per2
Luc) ous pe etta t d a al se  

l ho loge ol ulai e, ous a o s tudi  diff e ts pa a t es p iode, a plitude, phase  su  des 
e pla ts d ha ula p o e a t d a i aux dont le SCN a été lésé électrolytiquement et 

bilatéralement, ou de leur contrôle « sham ». 

Troisièmement, plusieurs évidences montrent une connexion entre la perception de la lumière et 

l ha ula a uage C-FOS, activité électrique). La lumière étant le plus puissant des zeitgebers, 

nous avons joué sur son absence (DD) ou sa présence constante (LL) pour comprendre ses effets sur 

l ho loge de la LHb en utilisant notre modèle transgénique Per2
Luc. 

Enfin, il a déjà t  o se  u e odifi atio  de l ho loge dans le striatum et le SCN par la dopamine 

et la sérotonine respectivement (Glass et al., 2000; Hood et al., 2010). La LHb reçoit diverses 

informations par de multiples neurotransmetteurs et neuropeptides. Il appa aît esse tiel d tudie  
quelles molécules peuvent alt e  l ho loge pour ensuite remonter à quelles structures peuvent 

odifie  l ho loge de la LH , selo  les i fo atio s u elles lui transmettent. Par exemple, la LHb et 

les systèmes monoaminergiques sont étroitement liés. De ce fait, nous voulons examiner l i pa t 
d u e o e t atio  oissa te de dopamine ou de sérotonine sur les différents paramètres de 

l ho loge de l ha ula p o e a t de sou is Per2
Luc, ai si ue d aut es ol ules comme la 

o ad ali e, l o e i e A et la asop essi e. 
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Matériels & Méthodes 

Les techniques utilisées ainsi que les résultats des expériences menées sont décrites dans les 

a ti les sou is à pu li atio  et asso i s à e a us it, et ’o t do  pas de pa tie p op e. Ici, 

seront donc développés les design des expériences ainsi que les différents modèles utilisés. 

1. Hybridation in situ – Article 1 

1|1. Mutation Per1Brdm1-Per2Brdm1 

Ces deu  lig es de sou is t a sg i ues o t t  es pa  le e la o atoi e, da s l uipe du D  
Allan Bradley1. La recombinaison homologue a permis de supprimer 4.3 kb entre les exons 4 et 18 du 

gène Per1 et d  pla e  u e assette o po ta t le g e de l h po a thi e phospho i os l 
transferase. En ce qui concerne la mutation du gène Per2, 2.1 kb contenant la moitié du domaine 

PAS2 B et le motif PAC3 (soit deux exons) ont été remplacés par une cassette néomycine (Zheng et al., 

1999, 2001). Ces utatio s e t ai e t u  a ou isse e t de la p iode de l a ti it  lo o ot i e 
lorsque les animaux sont placés en DD (en moyenne Per1, 22.6h; Per2, 22.1h; WT, 23.7h) avec une 

perte de la persistance du rythme pour la mutation Per2 au out d u e à t ois se ai es e  DD. La 
double mutation Per1-2 sulte e  u e a th i it  de l a ti it  lo o ot i e d s le pla e e t de 
l a i al e  DD.  

Les protéines PER1-  so t esse tielles au o  fo tio e e t de l ho loge i adienne. Leur absence 

a outit plus à l e t ai e e t de l ho loge su  24h, ce qui engendrera un libre ajustement aux 

signaux environnementaux (Albrecht et al., 2001; Zheng et al., 2001). 

1|2. Design expérimental 

Les souris knockout (KO) entraînant une perte de fonction des protéines PER1 et 2 ainsi que leur 

contrôle, ont été sacrifiées toutes les 3h en obscurité constante. Si le rythme est gardé dans des 

conditions gardées constantes, alors nous avons une expression circadienne des gènes étudiés. 

L a ti it  lo o ot i e a pas t  e egist e e ui e pe et pas de al ule  le te ps i cadien de 

ha ue a i al. De e fait, ous a o s p ojet  le ZT du jou  p de t ui s app o he th o i ue e t 
du temps circadien (voir FIGURE 16). 

FIGURE 16 : DESIGN EXPERIMENTAL DE L’HYBRIDATION IN SITU. Les souris (groupe KO et contrôle) ont été hébergées 

selon un cycle LD12:12 puis ont été transférées en DD 24h avant le début du premier sacrifice à p-ZT13. Puis les 

animaux ont été sacrifiés toutes les 3h. Barre blanche : jour ; barre grise : jour subjectif ; barre noire : nuit 

subjective. p-ZT : zeitgeber projeté ; ZT : zeitgeber.  

                                                           
1
 brdm vient de « bradley mutation » 

2
 Per-Arnt-Sim l a iatio  de Period – ArylHydrocarbon Receptor Nuclear Translocator – single-minded protein 

3
 De l a glais PAS-associated C-terminal 
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2. Bioluminescence – Article 1 & 2 

En annexe, le protocole de bioluminescence que nous avons publié chez bio-protocole recense les 

produits, les outils et les solutio s ue l o  a utilis  lo s de la i odisse tio  des ha tillo s. Da s 
e p oto ole, la te h i ue utilisa t la at i e est d taill e et o  pas le i ato e ue j ai utilis  

pour ces travaux de thèse. 

2|1. Protéine de fusion PER2::LUC 

Au laboratoire, nous avons entretenu la lignée PER2 ::LUC générée par knock-in (KI) sur fond 

C57BL/6J. Le transgène Per2
Luc est la fusion entre le gène Per2 et celui de la luciférase (Luc) : le gène 

Luc est inséré entre le dernier exon de Per2 et sa séquence régulatrice UTR (Yoo et al., 2004). Ainsi, 

la p ot i e de fusio  e efl te pas seule e t l e p essio  gènique de Per2 mais également toutes 

les régulations que subient la protéine PER2. 

Il e iste d aut es a i au  od les e p i a t la lu if ase o e g e appo teu  : Per1-luciférase 

ou Bmal1-Eluciférase. Les rats Per1-luciférase possèdent la luciférase, provenant de la luciole, sous le 

contrôle du promoteur du gène Per1 ; la iolu i es e e ise efl te do  l a ti it  des fa teu s 
de transcription BMAL1:CLOCK (Yamazaki et al., 2000). Les souris exprimant le transgène Bmal1-

Eluciférase
1 o t le g e de la lu if ase issue d u  s a a e Pyrearinus termitilluminans sous le 

contrôle du promoteur du gène Bmal1 (Nakajima et al., 2010). Cette luciférase particulière émet un 

signal lumineux 10 fois plus fort que celle de la luciole. Ainsi elle permet une meilleure résolution 

spatiale et te po elle lo s d a uisitio  e  i age ie. 

Les expériences de bioluminescence issues de ses travaux de thèse sont réalisées chez des souris 

t a sg i ue PER ::LUC. D u e pa t, les os illatio s des e pla ts PER ::LUC efl te t la ie de la 
protéine PER2 avec toutes les régulations post-t adu tio elles u elles pou aie t su i . D aut e 
part, ces oscillations sont plus stables, robustes et pour certains tissus (ex. SCN, rétine) une plus 

grande amplitude que celles provenant de tissus Per1-luciférase (Jaeger, 2014). 

2|2. Séparation rostro-caudale 

L ha ula est u e st u tu e lo gue et t oite : sa largeur est aux alentours de 700 µm à son niveau 

le plus bombé et atteinte près 1.2 mm de longeur chez la souris. De plus, il existe des différences 

st u tu ales et ol ulai es le lo g de l a e ost o-caudal. La division antérieure de la partie médiane 

de la LH  e iste ue da s la pa tie ost ale dans laquelle la MHb est présente en majorité (voir le 

TABLEAUX 2 ; Andres et al., 1999). Le marquage des fibres vasopressinergiques et orexinergiques 

d pe d gale e t de l a e ost o-caudal (Zhang et al., 2016, 2018). Par exemple, un plus fort 

a uage asop essi e gi ue est o se  da s la pa tie e t ale de l ha ula. De e fait, ous ous 
so es de a d s si les os illatio s diff aie t e t e l ha ula ost ale H  et audale H . 

Pou  pou oi  up e  des ha tillo s d u e épaisseur constante avec peu de variabilité 

anatomique, nous avons utilisé le vibratome afin de découper des tranches coronales de 500 µm 

d paisseu  (voir FIGURE 17). Nous nous sommes basés sur la commissure habénulaire pour repérer 

le début de la Hbc et nous sommes remontés rostralement. Le bloc de cerveau était inclus dans le 

                                                           
1
 Le E sig ifia t aug e t  de l a glais enhanced 
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gélatine et des glaçons de milieu HBSS étaient placés dans la cuve remplie de HBSS afin de palier à 

l aug e tatio  de te p atu e due au  i atio s du ilieu. 

   

FIGURE 17 : PREPARATION DE L’ECHANTILLON. Avant d utilise  le 
i ato e, l ha tillo  o te a t l ha ula est i lus fa e 

rostral) dans de la gélatine à 5%. Le tout repose sur un bloc de 

gélatine à 20% collé au support mobile du vibratome. 

 

2|3. Design expérimental 

a. Article 1 

Pou  lai i  si l ho loge i adie e de l ha ula est i d pe da te ou o  is-à-vis du SCN, nous 

so es pa tis du postulas ue le SCN, e  ta t u ho loge p i ipale, do ait le te ps à l ha ula. 
Pour tester cette hypothèse, des souris transgéniques exprimant la PER2::LUC ont été opérées afin 

d effe tue  u e l sio  le t ol ti ue ilat ale du SCN. Une des conséquences de cette opération est 

d alt e  l a ti it  lo o ot i e ui a t  o ito e afi  de s assu e  de la o e l sio  du o au. 
Après deux semaines en DD pour éviter tout effet synchronisateur de la lumière, les souris ont été 

sacrifiées (CT6-9) et les échantillons microdisséqués (Hbr et Hbc) afin de les mettre en culture dans le 

LumiCycle. 

Nous nous sommes également intéressés à l i flue e de la lu i e ou son absence sur les 

os illatio s de l ha ula. E  effet, l ha ula eçoit gale e t des o e io s p o e a t de la 
ti e, ie  u i di e te, qui pourraient affecter ses oscillations. Nous avons donc générés trois 

groupes : les animaux sont restés en cycle LD12:12, en DD ou en LL. Cette dernière condition 

pe tu e gale e t l a ti it  lo o ot i e tout o e l a ait fait la l sio  du SCN et a gale e t t  
monitorée. Pour réduire le nombre d a i au , les sultats du g oupe o t ôle « sham » de 

l e p ie e p de te e  o s u it  o sta te o t t  ep is. Après 6 semaines en LL, les souris ont 

été sacrifiées (13h-16h) et les échantillons microdisséqués (Hbr et Hbc) afin de les mettre en culture 

dans le LumiCycle. 

b. Article 2 

Afi  d tudie  o e t les o oa i es ou d aut es eu opeptides alt e t le fo tio e e t de 
l ho loge de l ha ula, des e pla ts de sou is t a sg i ues PER ::LUC o t t  up s H  et 
Hbc) et ont été mis en culture dans le LumiCycle. Le milieu de culture a été ensuite changé tous les 

trois jours, après cinq jours de baseline, en y augmentant à chaque fois la concentration des 

molécules cibles (dopamine, noradrénaline, sérotonine, AVP, oréxine). 
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Article 1 

A suprachiasmatic-independent circadian clock(s) in the habenula is 

affected by Per gene mutations and housing light conditions in mice 

Nora L. Salaberry, Hélène Hamm, Marie-Paule Felder-Schmittbuhl and Jorge Mendoza 

Institute of Cellular and Integrative Neurosciences, CNRS UPR-3212, 5 rue Blaise Pascal, 67000 Strasbourg, France 

Short title: Circadian self-timing in the habenula  
 

FIGURE 18 : SCHEMA RECAPITULATIF DE L’ETUDE. Da s ette pa tie, ous a o s oulu tudie  l e p essio  
endogène des g es ho loges de l ha ula, ais gale e t ses lie s a e  le s st e i adie  SCN, ti e  

Dans ce premier article, nous avons accompli les 3 premiers objectifs de ce travail de thèse – c'est-à-

di e i  la a a t isatio  ol ulai e de l ho loge situ e da s l ha ula, ii  so  i d pe da e ou o  
vis-à-vis du SCN et iii) les effets de la lumière sur cette horloge (voir FIGURE 18). 

Da s ette tude, ous a o s pu d o t e  pa  la te h i ue d h idatio  in situ que les gènes 

Clock, Cry2 et Rev-erbα o t u  p ofil d e p essio , i adie  puis ue leu  e p essio  ga de u e 
rythmicité lorsque les conditions sont maintenues constantes (DD). De plus, ce rythme perd sa 

stabilité sans les deux protéines PER1 et PER2. 

Nous avons également montré en analysant la bioluminescence émise par des explants provenant de 

sou is PER ::LUC, la o ustesse de l ho loge i adie e de l ha ula ui ga de u e p iode et u e 
a plitude o sta te uel ue soit les o ditio s lu i euses LD, DD ou LL . E  out e, l ho loge est 
i d pe da te du SCN ie  u elle essite la lu i e pou  ga de  es os illateu s oupl s ost al et 
caudal).. 
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Abstract 

For many years, the suprachiasmatic nucleus (SCN) was considered as the unique circadian 

pacemaker in the mammalian brain. Currently, it is known that other brain areas are able to 

oscillate in a circadian manner. However, many of them are dependent on, or synchronized 

by, the SCN. The Habenula (Hb), localized in the epithalamus, is a key nucleus for the 

regulation of monoamine activity (dopamine, serotonin) and presents circadian activity; 

nonetheless, the clock properties of the Hb are not fully described. Here we report, first, 

circadian expression of clock genes in the lateral habenula (LHb) under constant darkness 

(DD) condition in wild-type mice which is disturbed in double Per1
-/-

-Per2
Brdm1 clock mutant 

mice. Second, using Per2::luciferase transgenic mice we observed a self-sustained oscillatory 

ability (PER2::LUCIFERASE bioluminescence rhythmicity) in the rostral and caudal part of 

the Hb of arrhythmic SCN-ablated animals. Finally, in Per2::luciferase mice exposed to 

different lighting regimens (light-dark, constant darkness or constant light), the period or 

amplitude of PER2 oscillations, in both the rostral and caudal Hb, were similar. However, 

under DD condition or from SCN-lesioned mice, these two Hb regions were out of phase, 

suggesting an uncoupling of two putative Hb oscillators. Altogether, these results suggest that 

an autonomous clock in the rostral and caudal part of the Hb requires integrity of circadian 

genes to tick, and light information or SCN innervation to keep synchrony. The relevance of 

the Hb timing might reside in the regulation of circadian functions linked to motivational 

(reward) and emotional (mood) processes. 

Keywords 

circadian; habenula; Per2 luciferase; suprachiasmatic; clock genes 

 



Introduction 

47 

Introduction 

In humans, and in other species, circadian rhythms consist of behavioral, physiological and 

molecular changes that follow a roughly 24h-period and are sustained in constant 

environmental conditions (Mohawk et al. 2012). Most, if not all, of these rhythms are under 

the control of the principal clock localized in the hypothalamus: the suprachiasmatic nucleus 

(SCN; Welsh et al. 2010). The ability of the SCN circadian clock to maintain a rhythmic 

self-sustained activity bases on a molecular clockwork involving clock genes such as Clock, 

Bmal1, Per1-3, Cry1-2, and Rev-Erb, regulating each other in the form of positive and 

negative loops (Takahashi et al. 2008). Clock gene expression is not limited to the SCN and 

has been described in other extra-SCN circadian pacemakers such as the olfactory bulb, the 

retina or the lateral habenula (Granados-Fuentes et al. 2004; Guilding and Piggins 2007; Ruan 

et al. 2008).  

The Habenula (Hb) is a small brain structure localized in the epithalamus (formed by the Hb and 

the pineal gland) and conserved amongst vertebrates (Concha and Wilson 2001). Its lateral part 

emerged as a key nucleus for dopamine and serotonin control (Christoph et al. 1986; Lecourtier 

and Kelly 2007; Matsumoto and Hikosaka 2007). The lateral Hb (LHb) receives various inputs 

from the forebrain such as the lateral septum, preoptic area, entopedoncular nucleus and 

prefrontal cortex (Zahm and Root 2017). It projects directly and indirectly, via the rostromedial 

tegmental nucleus (RMTg), to monoaminergic nuclei like the ventral tegmental area (VTA), the 

substantia nigra pars compacta and the raphe nuclei (Sutherland 1982; Lecourtier and Kelly 

2007; Brinschwitz et al. 2010; Lammel et al. 2012). Due to its diverse connections, the LHb is 

involved in many brain processes such as reward, aversion, maternal behavior, pain, anxiety, 

memory and sleep (Sutherland 1982; Bianco and Wilson 2009; Hikosaka 2010; Aizawa et al. 

2013; Mathis et al. 2015). Hence, the LHb acts as a relay which integrates an extensive amount 

of information from various areas linked to behavior or cognitive functions, to define the most 

appropriate behavioral strategy. 

LHb neurons fire rhythmically and show circadian rhythms in the expression of the PER2 clock 

protein ex vivo (Zhao and Rusak 2005; Guilding et al. 2010). Unlike the SCN, the molecular 

machinery in the Hb is not totally characterized. The expression of some clock genes and 

proteins has been reported in the LHb in rats and mice (Shieh 2003; Christiansen et al. 2016); 

but, only the expression of BMAL1, CLOCK and PER2 proteins showed daily rhythms in the 

mouse LHb in a light-dark cycle (Wyse and Coogan 2010; Zhao et al. 2015). However, to what 
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extend clock genes are necessary to keep circadian oscillations in the LHb remains to be 

determined to our knowledge. The LHb receives direct or indirect inputs from structures 

involved in circadian regulation such as the retina and SCN (Qu et al. 1996; Zhao and Rusak 

2005; Zhang et al. 2009). Despite good evidence for circadian activity in the LHb (Guilding et 

al. 2010), its degree of SCN-dependence is still unknown. Hints for direct SCN projection to the 

LHb can be seen through the presence of prokineticine 2 fibers (Zhang et al. 2009). The SCN 

might also project to the LHb indirectly via the lateral hypothalamus, lateral septum and 

ventral posterior nucleus, but these connections remain to be confirmed (Guilding and Piggins 

2007; Poller et al. 2013; Hernández et al. 2015). In addition, the rat and mouse LHb responds to 

retinal photo-stimulation, and in zebrafish circadian behavior is driven by blue light, a signal 

transmitted by the retina through a thalamo-Hb pathway (Zhao and Rusak 2005; Dreosti et al. 

2014; Sakhi et al. 2014b; Shuboni et al. 2015; Cheng et al. 2017; Lin and Jesuthasan 2017); 

hence, LHb cells may be synchronized by the solar day and use this light information to regulate 

behavior. In mammals the anatomical link between the retina and the LHb has been reported to 

be in an indirect way since retina fibers do not arrive specifically to the LHb but rather to the 

peri-habenular zone in the brain of different rodent species (Qu et al., 1996; Reuss and Decker, 

1997; Hattar et al., 2006). However, other putative nuclei such as the lateral preoptical area and 

lateral hypothalamus might be involved (Hattar et al., 2006; Zahm and Root, 2017).  

In the present study, we first investigated the circadian pattern of clock gene expression by in situ 

hybridization (mRNA) in the LHb of wild-type (WT) and arrhythmic double Per1
-/-

-Per2
Brdm1 

mutant mice housed under constant darkness condition. Then, to decipher whether the Hb 

contains a clock independent from the master SCN pacemaker, we used a luciferase reporter to 

follow PER2 protein expression in Hb explants of intact or SCN-lesioned animals. Finally, the 

effects of different lighting conditions (light-dark, constant darkness and constant light) on the 

Hb clockwork were investigated.  

Materials and methods 

Animals and housing 

WT and double Per1
Brdm1

-Per2
Brdm1

 mutant (Zheng et al. 1999, 2001) male mice on a mixed 

C57BL/6JxSV129 background (n=70; 12-16 weeks-old) used for the first experiment were 

housed in groups of 3 or 4 individuals per cage. C57BL/6J homozygous Period2::luciferase 

(Per2
Luc or PER2::LUC) knock-in mice (initially from Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, 

USA; Yoo et al. 2004; n=52; 10-13 weeks old at the end of the studies) were obtained from 



Materials and methods 

49 

our breeding colony in Strasbourg (Chronobiotron platform, UMS3415, CNRS, University of 

Strasbourg, France). All mice had access to ad libitum food (UAR, Epinay sur Orge, France) 

and water, and were housed in light-proof ventilated rooms, under 12h white light (150 lux) 

and 12h of darkness cycle (LD12:12; lights on at 8:00 A.M.). Dim red light was permanently 

on (<5 lux at cage level in the dark). Experiments were performed in accordance with rules 

from the French National Law and the European Committee Council Directive of September 

22, 2010 (2010/63/UE). Experimental protocols were approved by the Regional Ethical 

Committee of Strasbourg for Animal Experimentation (CREMEAS), and the French Ministry 

of Higher Education and Research (approval #2015021811138196). 

Experimental design 

Experiment 1: Circadian clock gene expression in the LHb of WT and double Per1
-/-

-Per2
Brdm1

 mutant mice 

To evaluate whether clock genes are expressed in the LHb in a circadian manner, both WT 

(n=35) and double Per1
Brdm1

-Per2
Brdm1 mutant (n=35) mice were killed under a constant and 

complete darkness (DD) condition by using night vision goggles (ATN NVG-7, ATN-Optics, 

Chorges, France) at 8 temporal points: every 3 hours from the projected-Zeitgeber Time 13 

(p-ZT13; ZT13 represents one hour after lights off (ZT12) of the last day on LD condition as 

a phase reference time point) until p-ZT10 of the next day. Therefore, animals were first 

housed in a LD cycle (12h-12h), then transferred to DD condition 24h before the beginning of 

the sacrifice (n=3-5 per time point). Brains were rapidly removed, frozen on dry ice and 

stored at -80°C until use for hybridization. 

Experiment 2: Circadian rhythms in PER2::LUC bioluminescence in the Hb of SCN-lesioned 

mice 

To investigate the self-sustainability of the Hb clock, we performed bilateral electrolytic SCN 

lesions on Per2
Luc transgenic mice (SCNX; n=14). Mice were placed for one week in LD 

condition to recover from surgery. Then, to avoid any masking effect by light, animals were 

placed in DD condition for 2 to 3 weeks under dim red light (5 lux). Locomotor activity was 

recorded to evaluate SCN lesions. Intact mice (SHAM, n=9) were killed during the subjective 

day (around CT6-9), and SCNX animals at the geographical time 13-16h. Brains were rapidly 

removed and dissected at the level of the Hb. Explants were prepared for bioluminescence 

recordings. 
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Experiment 3: Circadian rhythms in PER2::LUC bioluminescence in the mouse Hb under 

different lighting conditions  

To unravel the possible effects of lighting conditions on the Hb clock, Per2
Luc mice were 

divided into 3 different lighting groups: LD12:12 (control animals; n=14), DD (n=11) and 

constant light condition (LL, 150-200 lux at the level of the cage, n=12). All animals were in 

individual cages, and locomotor activity was recorded. For the DD group, we analyzed data 

from mice of the SHAM group of experiment 2 in order to reduce the number of animals used 

in the whole study. For the LL group, after 1 to 2 weeks in LD condition, mice were exposed 

for 5 to 6 weeks to constant white light. Animals were killed during the day for LD (around 

ZT6-9), subjective day for DD (CT6-9) or at the geographical time 13-16h for LL groups, and 

brain explants were prepared for bioluminescence recordings.  

Non-radioactive in Situ Hybridization 

Eighteen-micrometer coronal sections containing the Hb were cut with cryostat at -20°C 

according to mouse brain stereotaxic atlas (Paxinos and Franklin 2001), and directly mounted 

on slides. Digoxigenin labeled RNA probes were synthesized from linearized plasmids 

according to the protocol of the manufacturer, using specific RNA labeling mix 

(11277073910, Roche, Bâle, Switzerland). mClock plasmid was a gift of Prof. J. S. Takahashi 

(Northwestern University, Evanston, USA; Tournier et al. 2003). mPer2 and mCry2 probes 

were generated from plasmids kindly provided by Dr. H. Okamura (University of Kobe, 

Kobe, Japan). rRev-Erbα probe was kindly provided by Dr H. Dardente (University of Tours, 

France). In situ hybridization was performed according to previous studies (Talbi et al. 2016). 

Sections were fixed in 4% phosphate-buffered paraformaldehyde (PFA) for 10 min, rinsed in 

phosphate-buffered saline (PBS) and then acetylated twice for 10 min in 1.2% 

triethanolamine, 0.25% acetic anhydride. Sections were then rinsed in PBS and equilibrated in 

5X sodium saline citrate (SSC), 0.05% Tween-20 (Tw) before hybridization. The sections 

were incubated for 40h at 62°C with 100 ng/mL (rRev-Erbα) or 200 ng/mL (mClock, mCry2, 

mPer2) labeled anti-sense probes in the hybridization buffer (50% formamide, 5X SSC, 5X 

Denhardt’s, 1mg/mL denatured salmon sperm DNA, 0.1% Tw and 0.04% 

diethylpyrocarbonate). After hybridization, the probe was washed off in 5X SSC + 0.05% Tw 

at room temperature. Stringency rinses were performed for 6x10 min in 0.1X SSC at 72°C. 

Sections were then blocked for 1h in blocking buffer (0.5% Blocking Reagent [Roche], 100 

mM TRIS, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.05% Tw, 0.02% NaN3, pH 7.5). Sections were 

incubated overnight with alkaline phosphatase-labeled anti-digoxigenin antibodies 



Materials and methods 

51 

(11093274910, Roche) at the concentration of 1:10 000 for rRev-Erbα, mPer2 and 1:5 000 for 

mClock, mCry2 in 100 mM TRIS, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, pH:7.5. Phosphatase activity 

was detected with nitroblue tetrazolium (400 µM, 10202610, Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (380 µM, R0821, Fisher Scientific) in 

100 mM TRIS, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2 (pH 9.5). 

Cell counting and analysis 

Brain images were taken with a ProRes® CFcoolJenoptik camera on a Zeiss AxioImager 

microscope, standardizing all lighting parameters on the microscope and the camera software 

to ensure consistent stable lighting throughout the image capture, and stored on a PC. 

Digoxigenin-positively labeled cells were counted using ImageJ (NIH) software. Positive 

cells were counted in the whole LHb (4 sections/animal, -1.82 to -1.46 mm from Bregma), 

based upon the atlas of Paxinos and Franklin (2001). Data are presented as the mean number 

of immunopositive cells per section ± SEM. The circadian profiles of gene expression were 

fitted by a non-linear least-squares cosinor regression analysis (Refinetti et al. 2007) using the 

SigmaPlot Software (Systat Software Inc., version 12.5). The fitting equation is:  

= + cos(2𝜋 −
24

) 

where  is the number of positively labeled cells,  the mesor (Midline Estimating Statistic 

Of Rhythm) or the mean level of the oscillation,  the amplitude of the oscillation,  the 

acrophase (time when the oscillation peaks),  the time (h), and the period is set at 24h. Only 

significant best-fit parameters (p<0.05) were included in this study if the residues of the fit 

respected the analysis of variance (ANOVA) rules.  

Locomotor activity recordings 

General locomotor activity was measured by using infrared detectors placed above the cage 

and linked to an automated recording system (CAMS, Circadian Activity Monitoring System, 

Lyon, France). Data were recorded in 5 min bins and plotted as actograms. Clocklab software 

(Actimetrics, Wilmette, IL, USA) was used to determine the period of circadian behavior (χ2 

periodograms) of each animal under different experimental conditions during intervals of 10 

days for LD and LL conditions and 20 days for SHAM and SCNX animals. Data from mice 

belonging to the SCNX group which showed rhythmic locomotor activity were removed from 

the study (n=5). 
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SCN lesions 

Per2
Luc mice were anaesthetized with 1-3% isoflurane, with subcutaneous injection of 

buprenorphine (0.05 mg/Kg) as pre- peri- and post-analgesia and with subcutaneous injection 

of lidocaine (5 mg/Kg; Xylovet, Ceva Santé Animal, Libourne, France) as local analgesia. 

The animals were placed into a stereotaxic apparatus (David Kopf Instrument, Tujunga, CA, 

USA). Current (1 mA, 20 seconds) was applied bilaterally through a stainless steel electrode 

(300 µm diameter) at the level of the SCN following the coordinates +0.5 mm 

(anterior-posterior axis); ±0.2 mm (medio-lateral axis); 5.7 mm (dorso-ventral axis) according 

to Paxinos and Franklin (2001). SHAM control animals underwent the same surgery 

procedure without electrical current. For 3 days, mice received an analgesic solution (1 

mL/Kg of body weight; Meloxicam, Boehringer, Ingelheim, Germany) in water bottles. For 

histological verification of SCN lesions, thirty-micrometer coronal sections at the SCN level 

of SHAM or SCNX mice were fixed with 4% PFA and cut with cryostat at -20°C according 

to mouse brain stereotaxic atlas (Paxinos and Franklin 2001), and then mounted on slides. 

Sections were stained with Cresyl Violet 0.1% for 10 min, then rinsed with distilled water for 

2x5 min, and dehydrated with increased ethanol concentration (70% for 5 min, 95% for 5 

min, 100% for 2x5 min), and finally in Toluene for 2x5 min. Slides were coverslipped with 

Eukitt® mounting medium. SCNX animals with intact SCN were excluded from the analysis 

and were the same that kept rhythmic locomotor activity (n=5). 

Tissue culture for ex vivo bioluminescence 

PER2::LUC bioluminescence recordings were performed using a LumiCycle photon-counting 

photomultiplier (Actimetrics). Animals were killed by cervical dislocation and brains were 

rapidly removed and placed in ice-cold 1X Hank’s balanced salt solution (HBSS; 10X, 

H1641, Sigma, Saint-Louis, MO, USA) containing sodium bicarbonate (0.035%, S8761, 

Sigma), HEPES (10 mM, H0887, Sigma) and antibiotics (100 U/mL penicillin and 100 

µg/mL streptomycin, P433, Sigma). Coronal sections (500 μm) of the SCN region and the 

dorsal thalamus containing the Hb were made using a vibratome (MA752 Campden 

Instrument, Loughborough, U.K.) in which the medium was kept cold by 1X HBSS ice cubes. 

A pair of scalpels was used to cut the brain regions of interest into small sections (1.0 mm²) 

according to mouse brain stereotaxic atlas (Paxinos and Franklin 2001). The Hb, 1.2 mm 

long, was separated into two pieces: rostral and caudal, due to their different innervations and 

their difference in lateral and medial proportion (Fig. 4c and Fig. S1; Paxinos and Franklin 
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2001; Hernández et al. 2015). Then, tissues were cultured on Millicell® culture membranes 

(PICMORG 50, Millipore, Billerica, MA, USA) in a 35-mm Nunc™ cell culture dish 

(10654161, Fisher Scientific) with 1 mL Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; 

D2902, Sigma) supplemented with D (+) glucose (0.35%, G7021, Sigma), sodium 

bicarbonate (0.035%), HEPES (10 mM), B27 (2%, 17504–044, Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA), antibiotics (25 U/mL penicillin and 25 µg/mL streptomycin), and beetle luciferin (0.1 

mM, E1602, Promega, Madison, WI, USA). Culture dishes were sealed with high-vacuum 

grease (Dow corning®,Wiesbaden, Germany) and placed for recording into the LumiCycle 

device maintained at 37°C within an incubator. Samples included both the lateral and medial 

habenula, thus we refer to as the habenular complex (Hb).  

Bioluminescence recording and analysis 

Bioluminescence was recorded for 112 sec (every 15 min) for at least 5 days. Waveforms of 

rhythmic bioluminescence emission were analyzed with the LumiCycle Analysis software 

(Actimetrics). Data were smoothed with a 5h running average method and detrended by using 

a 24h running average subtraction (LumiCycle Analysis software; Actimetrics). We chose as 

time reference (𝑡 = 0) midnight before the start of the experiment: in this context, 𝑡 = 1 day 

means midnight after the start of the experiment. The period and first peak amplitude were 

determined within a 3-day time window (from around 𝑡 = 2 to 𝑡 = 5 days) by using the LM 

sin fit dampened method. The phase was determined as the midpoint of the first peak, which 

occurred between 24-48h of culture. Then we calculated the absolute difference between Hbr 

and Hbc phases (Δ phase(Hbr-Hbc)) by subtracting the Hbc phase from that of Hbr; the more the 

value will be close to 0, the higher the two areas will be close in phase. Tissue samples that 

did not survive (bioluminescence activity as low as for an empty dish) were excluded from the 

analysis. The threshold for goodness of fit was set at 70%; when below, data were considered 

arrhythmic. Data are presented in hours for the period and phase, and as relative 

bioluminescence activity in counts per second (cps) for the amplitude. 

Statistical Analysis 

All results are indicated as mean ± SEM except for the phases where only the median is 

shown. Graphs were made with SigmaPlot (Systat Software Inc., version 12.5, Chicago, IL, 

USA) or GraphPad Prism software (GraphPad Software, Inc., version 6, La Jolla, CA, USA) 

and all the figures were made with Adobe Illustrator CS6 (Adobe systems, San Jose, CA, 

USA). Data were analyzed by two-way ANOVA, ANOVA on ranks or unpaired student’s t-
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test using SigmaPlot. Amplitude values from Hb samples were normalized after log 

transformation. Significant differences were analyzed with Holm-Sidak-corrected or with 

Tukey-corrected (only for ANOVA on ranks analysis) post hoc comparisons. The 

homogeneity of variance of Δ values was tested with Levene’s test using Microsoft Office 

Excel 2007 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). α level was set at 0.05 for all 

experiments. 

Results 

Clock gene expression in the LHb is altered in double Per1
Brdm1

-Per2
Brdm1

 mutant mice 

Rhythmic expression of Clock, Cry2 and Rev-Erbα mRNA was observed in the LHb under 

DD condition (Fig. 1a). LHb cells expressed Per2 gene in a narrow time window around p-

ZT10 (late resting state) but the fit of cosinor regression was not optimal enough to indicate a 

significant rhythmic expression (Fig. 1b; Table 1). Circadian rhythms of Rev-Erbα and Cry2 

peaked during the early and middle subjective active phase respectively (Fig. 1b). 

Interestingly, the circadian oscillation of the Clock gene peaked during the late subjective 

active phase, in antiphase with the expression of Rev-Erbα (Fig. 1b; Table 1). However, in 

double Per1
Brdm1

-Per2
Brdm1 mutant mice, Clock and Rev-Erbα genes lost rhythmicity with 

consistency (but different from zero) for Rev-Erbα and wide variability for Clock (Fig. 2a-b; 

Table 2). Cry2 was non-detectable in Per mutant mice (Fig. S2; Table 2). Thus, integrity of 

Per genes is required for clock oscillations in the LHb.  

SCN lesions do not interrupt the clock in the Hb 

To evaluate to which extent the SCN circadian clock is necessary to sustain circadian 

oscillations in the Hb, we performed SCN lesions (SCNX) in transgenic Per2
Luc mice. 

Behavioral and histological verification indicated that intact control (SHAM) mice showed a 

rhythmic free-running pattern of locomotor activity with an endogenous period of 24.19h 

±0.05h (Fig. 3a and c). SCNX mice exhibited a total loss of rhythmic locomotor activity (Fig. 

3b and c). Histological verification confirmed complete and successful SCN ablations (Fig. 

3d-e). Five SCNX animals which retained rhythmic activity were removed from the analysis.  

Unlike for hybridization experiment, we were not able to separate the lateral from the medial 

Hb; hence the entire Hb clock was investigated. We observed that 9/9 (100%) rostral (Hbr) 

and 7/9 (78%) caudal (Hbc; Fig. 4c) Hb explants from SHAM animals showed PER2::LUC 

oscillations with respective periods of 28.10±0.59h and 26.47±1.02h (Fig. 4a and d). 
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Importantly, in arrhythmic animals with complete SCN lesion, 7/9 (78%) Hbr and 9/9 (100%) 

Hbc samples displayed sustained PER2::LUC oscillations with respective periods of 

28.41±0.61h and 27.27±0.68h (Fig. 4b-d). Periods did show no significant difference between 

groups (SHAM vs. SCNX, F(1,31)=0.656; p=0.43) or between areas (rostral vs. caudal, 

F(1,31)=4.068; p=0.053) or any significant interaction between area and group (F(1,31)=0.122; 

p=0.73). Because the SCN might be necessary to synchronize clock cells in the Hb, we 

evaluated the amplitude and phase of the Hb oscillations. The amplitudes in both the Hbr 

(0.66±0.10 cps in log10) and Hbc (0.65±0.14cps in log10) of SHAM animals were not 

significantly different from those of SCNX mice (Hbr, 0.84±0.13cps; Hbc, 0.60±0.12cps in 

log10; F(1,31)=0.30; p=0.59; Fig. 4e). Two-way ANOVA revealed no effect of area 

(F(1,31)=1.166; p=0.29), and no interaction between area and group (F(1,31)=0.807; p=0.38; Fig. 

4e). Amplitude raw data are available in the supplemental table S1. Moreover, the damping 

rate of Hb PER2::LUC oscillations was not affected by SCN lesions (Fig. S3). 

To investigate whether the SCN has a role on the coupling between the Hbr and Hbc clock, 

we analyzed the Δ phase(Hbr-Hbc) of PER2::LUC activity. We found that the Δ values in both 

the SHAM and SCNX groups were significantly different from 0 (respectively p=0.001 and 

p<0.001), meaning that Hbr and Hbc oscillations were not in the same phase (Fig. 4a-b and 

4f). Moreover, the phase differences from the SCNX group were more dispersed than those 

from the SHAM group (p=0.014, Levene’s test). They were so spread that they could be 

subdivided into two populations for the SCNX group: one with Δ values around 5h and the 

other around 20h. However, the ANOVA on ranks did not show any difference between the 

two groups (p=0.165). 

Lighting conditions affect Hb oscillations 

The Hb receives inputs from the retina directly via retinal ganglion cells or indirectly, such as 

in the zebrafish, through a thalamic nucleus not described in rodents so far (Qu et al., 1996; 

Reuss and Decker, 1997; Hattar et al., 2006; Cheng et al., 2017) and responds to light after 

photo-stimulation of the retina (Zhao and Rusak, 2005; Dreosti et al., 2014; Shuboni et al., 

2015; Cheng et al., 2017). Therefore, to unravel how lighting conditions might affect 

circadian activity of the Hb clock, we exposed two groups of Per2
Luc mice to either a light-

dark cycle (LD) or constant light (LL) condition, and compared rhythms of PER2::LUC 

bioluminescence with previous results obtained for SHAM animals under DD condition. Mice 

under LD cycle showed a clear entrained behavioral rhythm with main locomotor activity at 



ARTICLE 1 

56 

night (Fig. 5a and c), whereas mice under LL condition showed a progressive lengthening of 

the period of locomotor activity, and then total loss of behavioral rhythms after 5 weeks of LL 

exposure (Fig. 5b-c). 

In animals exposed to a LD cycle, PER2::LUC oscillations were observed in 12/14 (86%) Hbr 

and 10/14 (71%) Hbc with respective periods of 27.28h±0.47h and 27.23h±0.55h (Fig. 6a 

and 6c). In arrhythmic animals exposed to LL condition, PER2::LUC oscillations were 

maintained with periods of 27.98±0.46h in 10/12 (83%) Hbr and 27.15±0.94h in 7/10 (70%) 

Hbc (Fig. 6b and 6c). Periods of Hb (rostral and caudal) from animals that were exposed to a 

LD cycle or to LL condition did not differ from those of animals in DD condition (Fig. 4a 

and 6c, F(2,49)=0.139; p=0.87), without difference between regions (F(1,49)=2.508; p=0.12), or 

interaction between area and group (F(2,49)=0.779; p=0.46). Amplitudes of PER2::LUC 

oscillations did not differ between animals exposed to a LD cycle (Hbr 0.65±0.05cps; Hbc, 

0.50±0.10cps in log10), LL condition (Hbr, 0.54±0.07cps; Hbc, 0.42±0.08cps in log10) or DD 

condition (Hbr 0.67±0.10 cps; Hbc, 0.64±0.12cps in log10; F(1,49)=1.69; p=0.16), and there was 

no difference between regions (F(1,49)=1.722; p=0.20), or interaction between area and group 

(F(2,49)=0.261; p=0.77; Fig. 6d). Amplitude raw data are available in the supplemental table 

S1. By contrast, LL exposure led to a significant decrease in amplitude of PER2::LUC 

oscillations in SCN explants when compared to those from animals under LD cycles (Fig. 

S4), suggesting that the LL condition was able to affect the SCN.  

Interestingly, when we analyzed the Δ phase (Hbr-Hbc) of the PER2::LUC bioluminescence 

activity, we found that all Δ values in the different lighting conditions were different from 0 

(LD p=0.003; DD p=0.001; LL p=0.002), suggesting that Hbr and Hbc were not perfectly in 

phase (Fig. 4a, 6a-b and 6e). However, the DD condition appeared to affect the Hb clock in a 

distinct way since Δ phases were more dispersed than those of LD and LL groups (p=0.0036, 

Levene’s test). The ANOVA on ranks showed an effect of group (p=0.014) and pointed to the 

difference between Δ phase(Hbr-Hbc) from LD and DD conditions (p=0.014). Together, phase 

differences suggest that lighting information is important for coupling of Hbr and Hbc 

oscillators. It is important to note that acrophases in Hb explants from animals kept in LD or 

DD were not under the influence of the time of sacrifice (Fig. S5).  

Discussion 

In the present study, we reported that the rostral and caudal regions of the Hb oscillate 

robustly with similar period and amplitude independently from the SCN and the lighting 
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conditions. However, despite the ability of the two parts of the Hb to oscillate robustly in a 

circadian manner, they lose their coupling in the absence of light cues even with an intact 

SCN (SHAM group in DD condition). We also observed that the circadian expression of 

clock genes in the Hb is altered in double Per1
Brdm1

-Per2
Brdm1

 mutant mice, suggesting that 

despite the independence from the SCN, the Hb clock needs the clock genes to keep circadian 

timing.  

Rhythmic activity of the Hb has been previously reported for different parameters: for 

instance, for the daily profile of electrophysiological activity of both the LHb and medial Hb 

(Sakhi et al. 2014a, b), for clock genes and proteins expression, and for c-Fos expression in 

the LHb of animals under LD condition (Shieh 2003; Tavakoli-Nezhad and Schwartz 2006; 

Zhao et al. 2015; Christiansen et al. 2016). Here, unlike in previous studies, animals were kept 

under DD condition to explore the endogenous rhythmicity (i.e., clock gene expression and 

PER2::LUC oscillations) of the Hb clock, independently of the LD cycle. In vivo, we 

observed that expression of Cry2, Clock and Rev-Erbα clock genes was rhythmic in the LHb 

of animals maintained in DD condition. We found that the LHb cells expressed Per2 gene for 

a short time around the end of subjective day (p-ZT10). Similarly, in rats under LD cycle, 

both the Per2 mRNA and protein are expressed rhythmically and peak at day time (ZT6-10) 

in the LHb (Zhao et al. 2015). Thus, the short delay on the peak of expression in our study 

might reflect the free-running expression of animals under DD condition with a period 

superior to 24h. The narrow window of expression in our experiment might be also explained 

by the method of analysis: we counted the number of positively labeled cells instead of 

quantifying labeling intensity. Unlike what has been reported for the SCN, the cosinor 

analysis revealed that mClock mRNA showed rhythmic expression as assessed by the number 

of labeled cells in the LHb. Thus, the LHb, like the pineal gland, presents circadian variations 

in expression of the Clock gene (Karolczak et al. 2004). Accordingly, daily variation of 

expression of the CLOCK protein has been also found in other brain areas such as the arcuate 

nucleus, paraventricular thalamus, dorsomedial hypothalamus, paraventricular nucleus and 

dentate gyrus (Wyse and Coogan 2010). Our result also fits with the observation that CLOCK 

and BMAL1 proteins display rhythmic expression in the LHb in LD condition (Wyse and 

Coogan 2010). We also found circadian rhythms in the expression of Rev-Erbα and Cry2 

genes in the LHb, with acrophase occurring at the early (p-ZT13) and mid-subjective night 

(p-ZT17), respectively. REV-ERBα is a key clock factor with transcriptional repression 

activity and it is expressed rhythmically in the SCN with an acrophase during the day 
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(Preitner et al. 2002). Here, to our knowledge, this is the first time that rhythmic expression of 

Rev-Erbα is reported in the LHb. If it has a similar role as in the SCN, thus we should observe 

a repressive action on its principal targets (Bmal1 and Clock). At the clockwork level, 

Rev-Erbα is induced by the CLOCK/NPAS2:BMAL1 heterodimer, and then REV-ERBα, in 

turn, represses the expression of these three transcription factors (Preitner et al. 2002; 

Crumbley and Burris 2011; Ripperger and Albrecht 2012). Here rhythmic expression of Clock 

gene was in antiphase with that of Rev-Erbα, suggesting that the negative control of 

REV-ERBα over Clock also exists in the LHb. Interestingly in double Per1
Brdm1

-Per2
Brdm1 

mutant mice, the expression of Clock and Rev-Erbα mRNA was arrhythmic and that of Cry2 

was undetectable. A previous study showed that single mutation in Per2 gene resulted in 

significant decrease of Cry1, Per1 and Bmal1 clock gene expression (Bae et al. 2001). The 

double Per1-2 mutation may worsen the phenotype in our study to the point of making the 

Cry2 mRNA undetectable. Our results are consistent with those from the study of Sakhi et al. 

(2014b) which showed that the double knock-out of Cry1-2 genes abolishes the Per1-

Luciferase rhythmic activity in the mouse Hb. This suggests that malfunction of the molecular 

clock disrupts rhythmic expression of clock genes in the LHb.  

Since the generation of the Per2
Luc transgenic mouse model, the identification of organs and 

brain regions with rhythmic activity has been extensively explored (Yoo et al. 2004; Prolo et 

al. 2005; Ruan et al. 2008; Guilding et al. 2009; Guilding et al. 2010; Leise et al. 2012; Jaeger 

et al. 2015; Besing et al. 2017; Brancaccio et al. 2017). This mouse model has been used to 

demonstrate sustained circadian oscillations in the LHb (Guilding et al. 2010). Here, we 

confirm the results from Guilding et al. (2010), but report increased sustainability of 

PER2::LUC bioluminescence activity. This could be explained by the augmented thickness 

(500 µm instead of 300 µm) of our samples. Because our aim was to decipher whether the Hb 

clock is dependent or not on the SCN master clock, we monitored PER2::LUC activity in the 

Hb from arrhythmic SCN-lesioned animals. We did observe changes in period and amplitude 

of PER2::LUC oscillations of Hb explants neither from arrhythmic SCN-lesioned animals, 

nor from arrhythmic animals induced by LL condition, suggesting that the Hb clock does not 

require the SCN pacemaker to maintain its own oscillations. Indeed, LL exposure was 

reported to affect the SCN by downregulating the amplitude of the PER2::LUC and 

Per1-luciferase activity, and to alter the phase relationship between the SCN and other 

circadian clocks (present results; Granados-Fuentes et al. 2004; Ohta et al. 2005). This has 

been suggested to be the result of the desynchronization of multiple SCN oscillators (Ohta et 
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al. 2005). Unlike the SCN, the Hb and the olfactory bulb (OB) kept circadian time in LL 

condition (Granados-Fuentes et al. 2004). However, these analyses are from ex vivo 

experiments. Thus, bioluminescence studies in freely moving mice may underline other 

characteristics of the Hb clock or the involvement of the SCN in the Hb oscillations (Hamada 

et al. 2016).  

In a previous study of Xu et al. (2015) in rats, SCN lesions altered the day-night expression of 

Per2 and c-fos in the Hb. Different to our study, authors evaluated c-fos and Per2 mRNA 

expression at only two time points (day vs. night), which is not sufficient to conclude that the 

Hb lost rhythmic activity rather than it underwent phase shift. Indeed, the coupling between 

the two Hb parts of the same animal has been revealed in our study. First, in LD cycle phase 

differences were quite close to zero and clustered, meaning that the Hbr and Hbc did not peak 

exactly at the same time but they stayed in synchrony. Similarly, these two oscillators kept 

their phase relationship under LL exposure. Nevertheless, large dispersion of Δ values was 

observed in DD condition and even more in arrhythmic SCN-lesioned animals, suggesting 

that in the absence of the principal synchronizer for the circadian system (light), coupled 

clocks in the Hb become internally desynchronized and even more if the main pacemaker (the 

SCN) is also missing. In fact, even if the presence of some fibers originating in the retina have 

been described in the Hb (Qu et al. 1996; Reuss and Decker 1997), melanopsin-expressing 

retinal ganglion cells (ipRGC) appear to project to the border of the dorsal region of the LHb 

in mice, also called the peri-habenular zone (Hattar et al. 2006). Thus, this border projection 

might be important to maintain the coupling between the rostral and caudal Hb oscillators by 

light. 

In zebrafish, a thalamic nucleus acting as a relay between the retina and Hb has been reported 

(Cheng et al. 2017; Lin and Jesuthasan 2017). Therefore other potential candidates, beyond 

the peri-habenular zone, as thalamic or hypothalamic such as lateral preoptic area and lateral 

hypothalamus (which receive ipRGC innervations; Hattar et al. 2006; Zahm and Root 2017) 

could be also found in rodents as important relay structures to transmit light information to the 

Hb. Further in vivo recordings of PER2::LUC activity in the Hb from animals exposed to LL 

condition or to flashing lights should confirm the functional link between the retina and the 

Hb clock (Hamada et al. 2016). Interestingly, the double Per2/Cry1 mutant or the vasoactive 

intestinal peptide (VIP) receptor mutant mice are arrhythmic in DD condition, while their 

behavioral rhythms are rescued upon exposure to LL condition (Abraham et al. 2006; Hughes 

et al. 2015). This condition may reflect the fact that behavioral and physiological 
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perturbations might appear when the (circadian) system is lacking of external signals, leading 

to uncoupling of clocks within the same structure. 

The presence of different oscillators along the rostrocaudal axis was previously reported in the 

SCN (Jagota et al., 2000; Honma et al., 2012). These oscillators show two independent peaks 

of the firing rate activity: a morning peak at dawn and an evening peak at dusk, which have 

been suggested as the morning and evening coupled oscillators encoding photoperiod (Jagota 

et al., 2000; Pittendrigh and Daan, 1976). Here we reported the presence of two mutually 

coupled oscillators in the Hb which are in the rostrocaudal axis. What is the functional 

relevance of these oscillators is, however, unknown, but these might have a similar role in the 

differential integration and regulation of external or internal time signal. Few studies have 

evaluated the anatomical differences along the rostro-caudal axis of the Hb (Zhang et al., 

2016, 2018). According to these results, Hb oscillators may differ in the circadian regulation 

of behaviors such as food or water intake. However, this hypothesis remains to be tested. 

The Hb, and particularly the LHb, is also an important nucleus implicated in the regulation of 

motivational and emotional states (Mizumori and Baker 2017), because it modulates the 

monoamine system (mainly dopamine and serotonin) in the midbrain (Namboodiri et al. 

2016). Interestingly, long time exposure to DD condition results in important damage to the 

monoamine system (serotonin from the raphe nuclei and dopamine from the VTA) and 

depressive-like behavior in rats, which are reversed when animals are treated with 

antidepressant drugs (Gonzalez and Aston-Jones 2008). Whether uncoupling of the two 

regions (rostral and caudal) of the Hb might be part of the mechanism whereby constant 

darkness could affect mood, is not known. Hence, it may be interesting to evaluate 

monoamine and behavioral changes in animals with uncoupled Hb clock(s). Importantly, in a 

previous study it was reported that noradrenaline (NA) concentrations are different between 

the rostral and caudal Hb areas: higher concentrations were found in the rostral than the 

caudal part. Indeed, the rostral Hb receives sympathetic and central NA innervations, and the 

caudal Hb receives only central innervations (Gottesfeld 1983).  

Conclusion 

In the present study, we demonstrate the importance of entrainment signals (e.g. light, the 

SCN timing) for the Hb clock to keep a coupled circadian time, and the relevance of Per 

genes for this property. Moreover, whereas constant LL does not appear to affect the Hb 

clock, the lack of light/dark alternations (e.g., DD) desynchronizes at least two possible 
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oscillators present in the Hbr and Hbc. Internal desynchronization of the circadian system (the 

SCN, Hb or between circadian clocks) has been proposed as part of the consequences induced 

by different circadian perturbations in human conditions such as jet-lag or shift-work, and 

which leads to psychiatric pathologies (Karatsoreos 2014). Therefore, understanding the clock 

mechanisms in the Hb will allow better comprehension of its involvement in physiology 

(reward, motivation) and physiopathology (drug intake, mood). 
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Tables 

Table 1. Summary of statistics for the Cosinor analysis on the in situ hybridization results 

from WT animals 

 
Parameters Cosinor analysis 

 
  Meana Amplitudea Acrophaseb Ficher F(2;31) P value 

 
Clock 26.89* 7.12* 21.31* 5.2467 0.0114 

 
Cry2 13.49* 15.34* 17.68* 24.1755 <0.0001 

 
Per2 7.08* 8.75* 10.29*  7.2469c 0.0027c 

 
Rev-Erbα 28.68* 24.20* 13.02* 12.8704 <0.0001 

 

* p<0.05, a number of positive cells, b in hours (p-ZT), c did not follow ANOVA rules 

 

 

 

 

 

Table 2. Summary of statistics for the Cosinor analysis on the in situ hybridization results 

from KO animals. 

 
Parameters Cosinor analysis 

 
  Meana Amplitudea Acrophaseb Ficher F(2;31) P value 

 
Clock 110.45* 10.63* 18.66* 0.2751 0.7620 

 
Rev-Erbα 55.43* 5.51* 12.75* 0.5015 0.6114 

 
       

* p<0.05, a number of positive cells, b in hours (p-ZT) 
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Figures 

 

Fig. 1. Circadian gene expressions in the LHb from WT mice housed in DD condition for 

24h. a) Representative photos of the in situ hybridization on coronal brain slices containing 

the LHb (dashed line) from WT mice using mRNA probes (Clock, Cry2, Per2 and Rev-Erbα). 

The peak (top row) and the nadir (bottom row) of the expression are represented. Zoomed-in 

areas correspond to the labeled boxed areas. b) Number of mRNA positive labeled cells in the 

LHb from WT mice. Each closed circle represents an animal and the curves represent the best 

fit for cosinor analyses. The darkest grey bar on top of each graph represents the subjective 

night and the lightest grey bar represents the subjective day. p-ZT: projected-ZT; ZT: 

Zeitgeber Time. Scale bar: 100 µm for the Hb image; 25 µm for the zoom-in. 
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Fig. 2. Circadian gene expressions in the LHb from double Per1
Brdm1

-Per2
Brdm1 mutant mice 

housed in DD condition for 24h. a) Representative photos of the in situ hybridization on 

coronal brain slices containing the LHb (dashed line) from double Per1
Brdm1

-Per2
Brdm1 mutant 

mice using mRNA probes (Clock  and Rev-Erbα). b) Number of mRNA positive labeled cells 

in the LHb from KO mice. Each opened circle represents an animal and the curves represent 

the best fit for cosinor analyses. The darkest grey bar on top of each graph represents the 

subjective night and the lightest grey bar represents the subjective day. p-ZT: projected-ZT; 

ZT: Zeitgeber Time. Scale bar: 100 µm for the Hb image; 25 µm for the zoom-in. 
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Fig. 3. SCNX histology and behavioural verification. Double plotted actograms of 

representative SHAM (a) and SCNX (b) mice kept in DD condition. SHAM animal showed a 

circadian rhythm of locomotor activity with a 24h-superior period, while SCNX mouse was 

totally arrhythmic. c) Arrows in a and b show the 20 days used to determine the period of 

circadian rhythms of locomotor activity by using the χ² periodogram method. Cresyl violet 

staining of coronal sections at the level of the SCN from SHAM (d) and SCNX (e) mice. 

Scale bar: 100 µm. Oc: optic chiasma. 
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Fig. 4. PER2::LUC circadian oscillations in Hb explants remained stable even after SCN 

lesions. Hbr (solid orange line) and Hbc (dashed blue line) oscillations from SHAM (a) and 

SCNX (b) mice. c) Schematic and representative pictures (cresyl violet staining) of the two 

regions of interest of the Hb used for analyses. No difference was noticed in the period (d) or 

in the amplitude (e) between Hbr (orange circles) and Hbc (blue squares) explants and 

between SHAM and SCNX mice. f) Difference (Δ) between Hbr and Hbc phases. Each phase 

corresponded to the time when the first peak of PER2::LUC oscillation occurs 24h-48h after 

the beginning of culture (brackets in a and b show this time window). Oscillations in the Hbr 

and Hbc from both SHAM (square) and SCNX (circle) mice were not in phase (different from 

zero) and were desynchronized (high variance). Scale bar: 250 µm. Cps: counts per second. 

D3V: dorsal 3rd ventricle; DG: dentate gyrus; MHb: medial habenula; LHb: lateral Habenula; 

PVT: paraventricular thalamus; sm: stria medularis. $ p<0.05, significant difference between 

the mean and 0. Adapted from Paxinos and Franklin, 2001 and Allen Brain Institute 

(www.brain-map.org) mouse atlas. 

 

http://www.brain-map.org/
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Fig. 5. The LL condition induced loss of circadian rhythms of locomotor activity. Double 

plotted actograms of mice kept in LD (a) and LL conditions (b). At first, animals from both 

groups (LD or LL) were synchronized to a 24h-LD cycle. Under LL exposure (head of the 

arrow), mice showed increasing period (second arrow in b) and then became arrhythmic (last 

arrow in b). c) Arrows in a and b indicate the 10 days used to determine the period of 

circadian behaviour by using the χ² periodogram method; periodograms follow the same order 

as arrows. 
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Fig. 6. Constant darkness uncoupled oscillations of Hb explants. Hbr (solid orange line) and 

Hbc (dashed blue line) oscillations from LD (a) and LL-exposed (b) mice. No difference was 

noticed in the period (c) or in the amplitude (d) between Hbr (orange circles) and Hbc (blue 

squares) explants and between LD, DD and LL conditions. e) Δ values between Hbr and Hbc 

phases according to lighting conditions. Each phase corresponded to the time when the first 

peak of PER2::LUC oscillation occurs 24h-48h after culture (brackets in a and b show this 

time window). Phase differences of Hbr and Hbc were different from zero and those in LD 

(square) and LL (diamond) conditions were clustered. However, under DD condition there 

was a higher and significant variance (desynchronization) between the two parts of Hb 

compared to the other lighting housing conditions. Cps: counts per second. $ p<0.05, 

significant difference between the mean and 0. * p<0.05, significant difference vs. LD. 
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Supplemental information 

Table S1 Amplitude raw data and its log10 transformation for each group in bioluminescence 

experiments 

  
SHAM SCNX LD LL 

Hbr Hbc Hbr Hbc Hbr Hbc Hbr Hbc 

Amplitude 
(log10 in cps) 

0.66 
±0.10 

0.65 
±0.14 

0.84 
±0.13 

0.64 
±0.12 

0.65 
±0.05 

0.50 
±0.10 

0.54 
±0.07 

0.42 
±0.08 

Amplitude 
(raw data in 
cps)  

5.77 
±1.32 

5.53 
±1.50 

8.54 
±1.83 

5.66 
±1.83 

4.76 
±0.50 

4.04 
±0.96 

3.88 
±0.58 

2.96 
±0.54 

cps: counts per second 

 

 

 

 

 

Fig. S1. Photomicrograph of the Hbr explants microdissected for bioluminescence recording. 

The ependimal cells, the paraventricular nucleus of the thalamus, the hippocampus and other 

nuclei surrounding the Hb were removed. Scale bar: 500 µm. 
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Fig. S2. (a-b) In double Per1-Per2 mutant mice Cry2 mRNA was undetectable in every time 

point investigated. (c) Cry2 expression at p-ZT13 in a WT mouse. This positive control was 

included in the series of staining performed for the KO sections. Scale bar 100µm. Zoom 

25µm. 

 

 

 

 

Fig. S3. Rate of damping (days) of PER::LUC oscillations in both Hbr and Hbc explants from 

SHAM and SCNX animals. SCN lesions do not affect the damping rate circadian rhythms of 

PER2::LUC oscillations in Hb explants. Damping rate is the number of days required for the 

amplitude of the rhythm to decrease to 1/e (∼36.8 %) of the starting value (Izumo et al. 2003). 

Values were determined with the LumiCycle analysis software (Actimetrics). 

 

Izumo M, Johnson CH, Yamazaki S (2003) Circadian gene expression in mammalian fibroblasts 

revealed by real-time luminescence reporting: temperature compensation and damping. Proc Natl 

Acad Sci U S A;100 (26): 16089-94. 
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Fig. S4. Constant light (LL) decreases SCN PER2::LUC oscillations amplitude in comparison 

with those of animals kept in normal light-dark cycle (LD). 71.41±9.67cps in LD, n=12/13 

[92%] vs. 35.44±11.01cps in LL, n=8/13 [62%]; P=0.0264, t-test. Cps/sec: counts per second. 

* p<0.05, significant difference between LD and LL conditions. 

 

 

 

 

Fig. S5. Acrophases from Hb explants of animals kept (a) in LD and (b) in DD (SHAM) are 

not under the influence of time of sacrifice. CT: circadian time; p-CT: projected-circadian 

time; p-ZT: projected-Zeitgeber time; ZT: Zeitgeber time. 
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Article 2 

The circadian clock in the mouse habenula is set by catecholamines 

Nora L. Salaberry and Jorge Mendoza 

Institute of Cellular and Integrative Neurosciences, CNRS UPR-3212, 5 rue Blaise Pascal, 67000 Strasbourg, France 

FIGURE 19 : SCHEMA RECAPITULATIF DE L’ETUDE. Da s ette pa tie, ous a o s oulu tudie  l i pa t de différents 

eu ot a s etteu s ou eu opeptides su  l ho loge de l ha ula. BNST : noyau du lit de la stria terminalis ; 

GCS : ganglions cervicaux supérieurs ; LC : lo us œ uleus ; LH : hypothalamus latéral ;  n. HT : noyau 

hypothalamique ; SCN : noyau suprachiasmatique ;  SNpc : substance noire pars compacta ; PVN : noyau 

paraventriculaire.  

Dans ce deuxième article, nous avons accompli le dernier objectif de ce travail de thèse – c'est-à-dire 

lai i  uelle st u tu e pou ait i flue e  l ho loge e  s i t essa t tout d a o d à uelle ol ule 
pou ait l affe te  (voir FIGURE 19). 

Tous les t ois jou s, le ilieu de ultu e des e pla ts d ha ula o t t  ha g  a e  u e 
o e t atio  oissa te d u e ol ule dopa i e, s rotonine, AVP, orexine, noradrénaline). Les 

at hola i es aug e te t sig ifi ati e e t l a plitude des os illatio s de PER ::LUC sa s ue et 
effet soit dû u i ue e t et sp ifi ue e t au  epteu s dopa i e gi ues D  ou D . A l i e se, 
l AVP di i ue t sig ifi ati e e t l a plitude des os illatio s de PER ::LUC et l o e i e, la p iode. 
La s oto i e ua t à elle affe te e  au u e esu e l a ti it  de la p ot i e PER  da s os 
expériences. 
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Abstract 

Circadian rhythms are behavioral and molecular variations in organisms that follow roughly 

24h-cycles and are sustained in the absence of any external cue. For many years, the 

suprachiasmatic nucleus was considerate as the unique brain pacemaker. Currently, it is 

known that other brain areas are able to oscillate in a circadian manner, and independently of 

the SCN, such as the habenula in the epithalamus area, a key nucleus for monoamine control; 

how its clockwork is affected by internal signals has not been, however, fully characterized. 

Numerous inputs from the forebrain target the habenula, but also, from the midbrain 

catecholaminergic ventral tegmental area. Hence, the aim of this study was to determine 

whether and how monoamines, such as dopamine and noradrenaline, but also orexin A and 

vasopressin, all of them neurotransmission signals from forebrain and midbrain, affect the 

habenula circadian clock. Using the Per2::luciferase transgenic mice we found that 

amplitude, period and phase of PER2 circadian oscillations in habenula explants are affected 

by dopamine, noradrenaline, orexin A and vasopressin but not by serotonin; these effects were 

dose-dependent for noradrenaline. Finally, we found that D2 or D4 receptor specific agonists 

do not affect habenula clock neurons (PER2 expression) suggesting that the catecholamine 

effects on the amplitude of PER2 in the habenula is mediated by a general activation of 

dopamine receptors. In conclusion, the cathecolaminergic, orexinergic and vasopressinergic 

transmission modulate the circadian properties of the habenula which can lead in timed 

regulation of behavior. 

Key words  

Circadian; Habenula; Per2::Luciferase; catecholamines; orexin; vasopressin 

Abbreviations 

5HT: 5-hydroxy-tryptophan (serotonin); 6-OHDA: 6-hydroxydopamine; AVP: arginine-

vasopressin; DA: dopamine; DRD2: dopamine receptor D2; DRD4: dopamine receptor D4; 

Hb: habenula; Hbc: caudal Hb; Hbr: rostral Hb; LD cycle: Light/Dark cycle; LHb: lateral 

habenula; MHb: median habenula; NA: noradrenaline; ORXA: orexin A; Per2::luc: 

Period2::luciferase; PK2: prokineticin 2; PVN: paraventricular nucleus; SCN: 

suprachiasmatic nucleus; VTA: ventral tegmentale area 
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1. Introduction 

Organisms have to adapt to daily changes imposed by day-night cycles. To detect these 

changes, species have developed internal timekeeping entities like the suprachiasmatic 

nucleus (SCN), localized in the hypothalamus, which is principally entrained to the light-dark 

(LD) cycle by direct retinal innervations from photosensitive retinal ganglion cells (Hattar et 

al., 2006; Welsh et al., 2010). The circadian (circa=around; diem=day) clock of the SCN 

depends on a molecular machinery of interlocked feedback loops encoded by a series of clock 

genes such as Clock, Bmal1, Per1-3, Cry1-2 (Lowrey and Takahashi, 2011). Beyond the 

SCN, in the brain, circadian activity has been reported in the habenula (Hb), a small structure 

situated at the top of the epithalamus (Guilding et al., 2010). 

The Hb is anatomically subdivided in a medial (MHb) and a lateral part (LHb), and both show 

circadian activity, although is the LHb which present more pronounced daily oscillations of 

clock protein expression and firing rate (Zhao and Rusak, 2005; Guilding et al., 2010; Wyse 

and Coogan, 2010; Sakhi et al., 2014a, 2014b; Z. Zhao et al., 2015). Moreover, the LHb 

shows electrical and cellular responses to light (Zhao and Rusak, 2005; Tavakoli-Nezhad and 

Schwartz, 2006; Dreosti et al., 2014; Shuboni et al., 2015). The LHb is a key nucleus for 

dopamine (DA) and serotonin (5HT) control, two important neurotransmitters in psychiatric 

pathologies such as addiction and depression (Lecourtier and Kelly, 2007; Lecca et al., 2014; 

Proulx et al., 2014; H. Zhao et al., 2015). The LHb modulates DAergic neurons from the 

ventral tegmental area (VTA), nucleus of the reward system, via the GABAergic rostromedial 

tegmental nucles (RMTg) (Christoph et al., 1986; Matsumoto and Hikosaka, 2007; Ji and 

Shepard, 2007; Jhou et al., 2009; Brinschwitz et al., 2010; Lammel et al., 2012; Brown and 

Shepard, 2016). On the other way around the LHb receives VTA fibers and chronic exposure 

to drugs that induced a massive DA release results in the degeneration of the fasciculus 

retroflexus, the output of the Hb (Ellison et al., 1996; Ellison, 2002; Gruber et al., 2007; Lax 

et al., 2013). Furthermore, LHb receives glutamatergic inputs from the forebrain, including 

the prefrontal cortex, the septum and the lateral hypothalamus (LH), an important structure for 

the control of hedonic feeding intake in which orexin (ORX) communication between the LH 

and LHb is implicated (Zahm and Root, 2017). Thus, the LHb activity, including circadian, 

might be modulated by different neurotransmission systems or by stimuli able to affect them 

(e.g., drug intake, feeding). 
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Behavioral and physiological drug effects and intake follow daily rhythms (Abarca et al., 

2002). Indeed, cocaine and alcohol intake is higher at night than day in rats (Morgan and 

Roberts, 2004; Rosenwasser et al., 2005; Perreau-Lenz et al., 2012). On the other hand, in 

humans and rodents, circadian rhythms are disrupted by drug intake (Morgan and Roberts, 

2004; Kosobud et al., 2007; Honma and Honma, 2009; Bass et al., 2010; Stowie et al., 2015). 

Recently, we reported that chronic exposure to methamphetamine, a drug of abuse, affects the 

period and amplitude of Hb PER2 luciferase circadian oscillations, but not those of the SCN 

of mice (Salaberry et al., 2017). Similarly, a highly palatable diet feeding changes the day-

night expression of the protein PER2 in the LHb (Blancas-Velazquez et al., 2017). Therefore, 

PER2 circadian activity of the LHb affected by drug or food intake may be regulated by 

endogenous changes of molecules (e.g., DA) targeting the Hb. DA modulates the PER2 

protein expression in the striatum via the D2 DA receptors, while DAergic lesions induced by 

6-hydroxydopamine (6-OHDA) disrupt the daily rhythm of PER2 protein in the striatum 

(Hood et al., 2010). DA modulates Hb metabolism by decreasing glucose uptake, and a DA 

antagonist increase it (Shumake and Gonzalez-Lima, 2013). Hence, in the present study it was 

evaluated whether DA and other putative brain transmitters modulate PER2 protein 

expression in the Hb. We used the Period2::Luciferase (Per2
Luc or PER2::LUC) mice model 

to follow a rhythmic protein expression of the molecular clock. 

2. Materials & methods 

2|1. Animals  

C57BL/6J homozygous Per2
Luc knock-in mice (initially from Jackson Laboratories, Bar 

Harbor, ME, USA;(Yoo et al., 2004); n=63) were obtained from our breeding colony in 

Strasbourg (Chronobiotron platform, UMS3415, CNRS, University of Strasbourg, France). 

Mice (7-10 weeks old) were housed in group of 3 or 4 individuals with food (UAR, Epinay 

sur Orge, France) and water available ad libitum, in light-proof ventilated rooms, under 12h 

white light and 12h dim red light (<5 lux at cage level) cycle (LD12:12; lights on at 7:00 

A.M.). All experiments were performed in accordance with the rules of the French National 

Law and the European Committee Council Directive of September 22, 2010 (2010/63/UE). 

2|2. Tissue culture for ex vivo bioluminescence 

PER2::LUC bioluminescence recordings were performed using a Lumicycle photon-counting 

photomultiplier (Actimetrics, Wilmette, IL, USA). Animals were killed by cervical 

dislocation between Zeitgeber time 6-8 (6-8h after light turns on). In fact, time of sacrifice 
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does not change period or amplitude of PER2::LUC oscillations (data not shown).  Brains 

were rapidly removed and placed in ice-cold Hank’s balanced salt solution (HBSS; 1X, 

H1641, Sigma, Saint-Louis, MO, USA) containing sodium bicarbonate (0.035%, S8761, 

Sigma), HEPES (10 mM, H0887, Sigma) and antibiotics (100 U/mL penicillin and 

100 µg/mL streptomycin, P433, Sigma). Coronal sections (500 μm) of the dorsal thalamus 

containing the Hb were made using a vibratome (MA752 Campden Instrument, 

Loughborough, U.K.) and a pair of scalpels to cut the brain regions of interest into small 

sections (1.0 mm²) according to mouse brain stereotaxic atlas (Paxinos and Franklin, 2001). 

The Hb, 1.2 mm of length, was separated in two pieces: rostral and caudal (Figure 1A), due 

to their different innervations and their difference of lateral and medial proportion (Gottesfeld, 

1983; Paxinos and Franklin, 2001; Geisler et al., 2003; Zhang et al., 2016, 2018). Then, 

tissues were cultured on Millicell® culture membranes (PICMORG 50, Millipore, Billerica, 

MA, USA) in a 35 mm culture dish with 1 mL of Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM; D2902, Sigma) supplemented with D (+) glucose (0.35%, G7021, Sigma), sodium 

bicarbonate (0.035%), HEPES (10 mM), B27 (2%, 17504–044, Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA), antibiotics (25 U/mL penicillin and 25 µg/mL streptomycin), and beetle luciferin 

(0.1 mM, E1602, Promega, Madison, WI, USA). Culture dishes were sealed with high-

vacuum grease (Dow corning®, Wiesbaden, Germany) and set in the Lumicycle device kept 

in a 37°C incubator for recording. Due to the size of the medial and lateral Hb, we did not 

separate them. Thus, we recorded all Hb signals. 

2|3. Experimental design 

Hb explants of Per2
Luc mice were exposed to different concentrations of drug every 3 days 

after one wash out to resynchronize all the cells and allow us to calculate the baseline of each 

sample. A last wash is done to see the ability of the tissue to go back to its own baseline 

(Figure 1B). 

2|4. Drugs 

Drugs were dissolved in deionized water. We used dopamine hydrochloride (DA, H8502, 

Sigma), DL-noradrenaline hydrochloride (NA, N112, Sigma), serotonin hydrochloride (5HT, 

H9523, Sigma) and the D2-type (sumanirole maleate, SML1087, Sigma) and D4-type agonist 

receptors (A-412997, ab120581, Abcam, Cambridge, U.K.). Moreover, the peptides orexin A 

(ORXA, O6012, Sigma) and arginine-vasopressin (AVP, H-1780, Abcam) were also used. 
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Concentrations of drugs were chosen on according to previous studies (see Table 1). The 

volume of drug in the medium never exceeded 0.01% of the total media volume (1ml).  

2|5. Bioluminescence recording and analysis 

Bioluminescence was recorded for 112s in 15 min bins intervals for at least 5 days. 

Waveforms of rhythmic bioluminescence emission were analyzed in Lumicycle software 

(Actimetrics). Data were subtracted with a 24h running average from the raw data, and 

smoothed with a 5h running average (Lumicycle software; Actimetrics). The period and 

amplitude of the first peak of PER2 protein expression were extracted from 3-days oscillation 

and calculated using the LM sin fit method (Lumicycle software; Actimetrics). The amplitude 

was then baseline-corrected with the mean of the first wash values. The Δ of the phase, 

appearance of the first acrophase (peak) after changing medium, was calculated by the 

following equation: ∆= 𝑇−1 + 𝑃−1 − 𝑇+1 

Where 𝑇−1 is the time (h) of the last peak before the medium change, 𝑃−1 is the period (h) of 

the oscillation before the medium change and 𝑇+1 is the time (h) of the first peak after 

medium change. Positive Δ means phase advance while negative Δ means phase delay. 

Tissue samples that did not survive (bioluminescence activity as low as empty dish) were 

excluded from the analysis. Data are presented as hours for the period and phase, and as 

percentage of the baseline for the amplitude. 

2|6. Statistical Analysis 

All results are indicated as mean ± SEM. Data were analyzed by two-way repeated measures 

analysis of variance (RM ANOVA)using the SigmaPlot Software (SigmaPlot; Systat Software 

Inc version 12.5). Data of amplitude for the NA and AVP treatment of Hbr samples were 

transformed with y = log10( ) to fit the rules of ANOVA. Since ANOVA did not take 

negative data into account, we shifted all Δ phases with 24h to be able to perform statistics. 

Significant differences were analysed with Holm-Sidak-corrected post hoc comparisons. The 

α level was set at 0.05 for all the experiments. 

3. Results 

3|1. Monoamines 

When we analyzed the effects of DA on the period of PER2::LUC bioluminescence in the Hbr 

and Hbc explants, no differences were observed between the drug and vehicle treatment 
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(Figure 2A, B; Tables 2 and 3). The analyses of the amplitude of PER2::LUC oscillations 

revealed that DA induced a significant increased of the Hb amplitude of oscillations (two or 

three-fold higher) compared to the controls (Figure 2A, B; Tables 2 and 3). Whereas in the 

Hbr, only the higher concentration (1 mM) induced a significant difference between the DA 

and vehicle (post-hoc test, p=0.012), in the Hbc the effect was observed from the first lower 

concentration (10 µM, p=0.047; 100 µM, p=0.003; 1 mM, p<0.001) indicating a dose-

dependent effect (Figure 2A, B).  

Similar to DA, NA treatment leads in a higher and significant increase in the amplitude of 

PER2::LUC oscillations in the Hb in a concentration manner. However, these changes were 

still higher than those observed by DA, up to 10 and 6 times of the baseline for Hbr  and Hbc, 

respectively (Fig 2C, D; Tables 2 and 3). However, for the highest concentration (100µM), 

the amplitude was decreased in both Hbr and Hbc. No changes on the period of PER2::LUC 

bioluminescence of Hb explants by NA were observed (Fig 2C, D; Tables 2 and 3). Unlike 

catecholamines, any change in circadian parameters (period, amplitude, phase) was noted 

when we added 5-HT in the medium (Figure S1). 

To determine whether the drug exposure resets the phase of PER2 oscillations in Hb explants, 

we evaluated the phase of the first peak after the medium change and subtracted it to the 

previous peak before medium changes (Δ phase). DA did not change the Δ phase of Hbr or 

Hbc explants (Fig. 2A, B; Tables 2 and 3). However, PER2::LUC oscillations in both Hbr 

and Hbc treated with NA showed a significant phase delay ~3h at the end of the experiment 

when the drug was removed (Fig 2C, D; Tables 2 and 3).  

3|2. Dopamine Receptors 

DA affects Hb clock mostly by increasing PER2::LUC amplitude, like in the striatum where 

DA increases PER2 expression via D2 receptors (Hood et al., 2010). Interestingly, NA is also 

able to activate D4 receptors in the Hb (Root et al., 2015). However, the DA type receptors 

which activate PER2 protein expression in the Hb are still unknown. To unravel the pathway 

used by the NA and the DA, we added sumanirole maleate and A-412997, respective DRD2 

and DRD4 agonists, in the medium of our Hb explants. No differences were observed on the 

period of PER2::LUC oscillations in the presence of DRD2 and DRD4 agonists or vehicle 

(Figure 3; Tables 2 and 3). Unlike DA or NA, DRD2 and DRD4 failed to change the 

amplitude of PER2::LUC oscillations (Figure 3; Tables 2 and 3). Whereas DRD2 agonist 

does not affect the phase of Hbr and Hbc explants, A-412997 drug delayed the phase of PER2 
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oscillations in Hbr explants when 10 µM concentration was applied (Post-hoc, p=0.018; 

Figure 3).  

3|3. Neuropeptides 

We evaluated whether ORX and AVP, whose fibers innervate the Hb differently along the 

rostrocaudal axis, affect PER2 activity (Buijs, 1978; Peyron et al., 1998; Zhang et al., 2016, 

2018). ORX at 100 nM in the Hbc explants decreased the period of PER2::LUC oscillations 

(Figure 4A, 25.64h ± 0.08h vs. 24.89h ± 0.14, p=0.003). ORX Hb treated explants also 

showed an increase in the amplitude of PER2::LUC oscillations (Figure 4A, B), although this 

effect was statistically significant in the Hbc sections exposed to 10 nM (p=0.031) and 

100 nM (p=0.015; Figure 4B). We did not observe significant phase changes by ORX-A 

(Figure 4A, B; Tables 2 and 3). 

AVP did not affect the period of Hb explants (Fig 4Cd 4D). However, a significant decrease 

of the amplitude was noted at 300 nM of AVP in the Hbr explants (p=0.005), whereas no 

differences were observed in the Hbc samples (Fig 4C; Tables 2 and 3). A significant phase 

advance was observed in both Hbr (~4h) and Hbc (~1.5h) explants when AVP was added to 

their medium (p=0.01; Fig 4C and 4D; Tables 2 and 3). 

4. Discussion 

In the present study, we observed that Hb explants (from the rostral or caudal part) of 

Per2::luciferase transgenic mice exposed to DA, NA, ORXA or AVP show significant 

changes in period, amplitude and/or phase of PER2 bioluminescence oscillations, with a dose-

dependent for NA. DA, NA, ORXA and AVP are important chemical inputs from the fore- 

and midbrain to the Hb for the regulation of motivated behaviors such as arousal, locomotion, 

food and drug intake, behaviors with circadian profiles (Mendoza and Challet, 2014; Webb et 

al., 2015). Since DA, ORX and AVP show rhythmic gene, protein and release expressions, 

circadian physiology of the Hb might be influenced or potentiated by these neurotransmission 

timing signals independent or dependent on the main SCN clock. 

DA induced a significant increased of PER2 bioluminescence oscillations (amplitude) in the 

mouse Hb. Similarly, in the rat striatum rhythms of PER2 protein expression is DA-dependent 

since when blocking DA transmission pharmacologically or by anatomical denervation this 

disappears (Hood et al., 2010). Thus, although DA has similar effects in both striatum and Hb 

on PER2 rhythmic expression, in the striatum DA is essential for oscillations whereas in the 



Discussion 

85 

Hb DA potentiates, but not necessary, PER2 circadian rhythm. Interestingly, in the SCN DA 

facilitates and accelerates the behavioral re-entrainment to the light-dark cycle (Grippo et al., 

2017). Hence, DA targets brain clocks to induce (striatum), potentiate (Hb) and modulate 

(SCN) the responses to synchronizers.   

At the cellular level, DA affects the Per2 gene via the cAMP response element-binding 

protein (CREB) early signaling pathway since the Per2 promoter region contains a CRE-

responsive site (Beaulieu et al., 2007). In fact, DA has an action on the phosphorylation of 

mitogen-activated protein kinase (MAPK) and the cAMP-CREB which leads to an increase of 

Per gene expression (Yujnovsky et al., 2006). Therefore, changes in amplitude of rhythms 

might indicate an up-regulation of PER2 in Hb neurons by DA. However, DA might also have 

a role to synchronize internally clock cells in the Hb leading in increased amplitude in the 

whole nucleus.  

Initially, we evaluate the effect of DA on Hb oscillations due to the close relationship between 

the VTA and LHb (Morales and Margolis, 2017). Nevertheless, it was previously reported  

that the mesohabenular pathway is mainly of -Aminobutyricacid (GABA) and of glutamate 

origin (Root et al., 2014; Taylor et al., 2014). Indeed, DA neurons do not express the vesicular 

monoamine transporter 2 necessary for DA package in vesicles (Root et al., 2015). DA source 

may therefore comes from another structure of the fore- or midbrain as the substancia nigra 

pars compacta which is part of A9 DAergic cell group, or the medial preoptic area and other 

hypothalamic nuclei from A14 DAergic cell group (Li et al., 1993).  

Diverse DA receptors are expressed in the Hb (Savasta et al., 1986; Dawson et al., 1988; 

Wamsley et al., 1989; Bouthenet et al., 1991; Aizawa et al., 2012; Good et al., 2013; Khaled 

et al., 2014; Zhang et al., 2018). Interestingly, activation of D4 type receptors in the LHb is 

dependent on NA (Root et al., 2015). Thus, we evaluated the Hb clock responses to NA in 

mice. Similarly to DA, when we applied NA in the culture medium of Hb explants of Per2
Luc 

transgenic mice, we observed an important increase in the amplitude of these rhythms in a 

dose-dependent manner. The Hb is innervated by NA fibers from central and peripheral 

system according to lesional (Kobayashi et al., 1975; Gottesfeld, 1983), autoradiographic 

(Jones and Moore, 1977) and tracing studies (Gruber et al., 2007).  

Recently, using α2 adrenergic agonist infusions showed that NE release within the LHb 

participates in the regulation of anxiety-related behaviors in rats (Purvis et al., 2018). 

Moreover, Gottesfeld (1983) reported NA concentrations in the Hb which varies according to 
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the rostro-caudal axis, and noticed more important levels in the MHb than in the LHb. Our 

results support this statement: NA treatment increased the amplitude of PER2::LUC 

expression at a greater rate in the Hbr (10 times in comparison to the baseline) than in the Hbc 

(6 times). Since the NA pathway from the locus cœruleus is involved in the arousal phase of 

the sleep-wake cycle (Berridge, 2008), it is possible that the actions of NA on the Hb may 

contribute to the timing of the wake period to synchronize the clock in the Hb. This effect 

may dependent on the activation of 1 and 2 adrenergic receptors. NA has been reported to 

induce the expression of Per and Cry genes via 1 receptor in the pineal gland of Syrian 

hamsters at night (Simonneaux and Ribelayga, 2003; Simonneaux et al., 2004). However, 

these NA receptors are mainly present in the MHb (Nicholas et al., 1993), a region in which 

PER2 expression is less pronounced (Guilding et al., 2010). Nevertheless, because there is 

anatomical reports indicating a direct connection from the MHb to the LHb, it is possible that 

NA effects on PER2 in the LHb are modulated by the MHb (Kim and Chang, 2005). 

5HT is another monoamine modulating the LHb, whose release is coming from fibers of 

median and dorsal raphe nucleus (Herkenham and Nauta, 1977; Shabel et al., 2012; Metzger 

et al., 2017). Serotonin release is rhythmic and is in phase with the locomotor activity rhythm 

(Semba et al., 1984; Dudley et al., 1998; Glass et al., 2000). In the SCN clock, 5HT has 

important resetting properties mainly by acting Per genes expression (Horikawa et al., 2000; 

Varcoe et al., 2003). However, here, we do not observed significant changes in PER2::LUC 

activity in the Hb by 5HT at any dose used, even though that 5HT receptors are expressed in 

the Hb (Wright et al., 1995; Aizawa et al., 2012; Han et al., 2016; Tchenio et al., 2016; Xie et 

al., 2016). 

Stimulation of D2 receptors induces Per expression in the striatum and retina (Yujnovsky et 

al., 2006; Hood et al., 2010). The Hb contains both D1-type and D2-type family receptors 

(Savasta et al., 1986; Dawson et al., 1988; Wamsley et al., 1989; Bouthenet et al., 1991; 

Aizawa et al., 2012; Good et al., 2013; Khaled et al., 2014; Zhang et al., 2018). Moreover, NA 

effects in the Hb firing rate are mediated by the activation of D4 receptors (Good et al., 2013; 

Root et al., 2015). Our results showed that DRD2 agonist does not produced any effect in the 

PER2::LUC bioluminescence activity of Hb explants. However, DRD4 agonist exposure in 

media culture produces slight changes in phase and amplitude of PER2::LUC oscillations, 

suggesting that DA and NA actions might be mediated by the activation of D4 receptors. 

Because these changes were not comparable in magnitude to those observed when Hb 
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explants were exposed to DA or NA, it is possible that these changes are the result of a 

combined activation of DA receptors. 

Among the principal inputs to the LHb, the lateral hypothalamus (LH) have been implicated 

in the regulation of reward and feeding (Tsujino and Sakurai, 2013; Zahm and Root, 2017) 

(Stamatakis et al., 2016). Recently we reported that in animals fed with a highly palatable 

diet, that affects ORX activity, PER2 expression of the LHb is significantly affected (Blancas-

Velazquez et al., 2017). Therefore, here we evaluated the effects of ORXA in PER2::LUC 

bioluminescence. Similar to DA and NA, but in a less extend, ORXA induces an increase in 

the amplitude and a shortening of the period of PER2 bioluminescence activity in the Hb. 

Similarly, ORXA shortens the period of oscillations of PER2 in the hippocampus at the same 

concentration used in the present study (100 nM) (Ma et al., 2016). ORX binds to two types 

of receptor (A and B) which are both expressed in the LHb (Marcus et al., 2001; Ch’ng and 

Lawrence, 2015; Zhang et al., 2018). ORX receptors activation results mostly in an increase 

of kinases or phosphatases pathway which phosphorylate or dephosphorylate respectively 

critical amino acid residues of PER2 protein and this will alter the amplitude or period of 

circadian oscillations (Vanselow and Kramer, 2007; Tsujino and Sakurai, 2013; Leonard and 

Kukkonen, 2014; Davies et al., 2015). ORX fibers have been importantly involved in the 

regulation of motivated behaviors by modulating directly the VTA (Tsujino and Sakurai, 

2013). However, the LH fibers projecting to the VTA and LHb turned out to be mostly 

glutamatergic and GABAergic neurons (Poller et al., 2013; Nieh et al., 2016; Stamatakis et 

al., 2016). Thus, neurons from the LH might affect circadian activity of the Hb clock trough 

the activation of ORX, glutamate or GABA receptors. 

The clock-coupling between the SCN and LHb has been proposed to be probably dependent 

on the AVP or prokineticin 2 (PK2) signaling from the SCN to the LHb (de Vries et al., 1981; 

Sakhi et al., 2014b), however, SCN lesions did not abolish the AVP fibers staining in the LHb 

(Hoorneman and Buijs, 1982; Rood et al., 2013). Both PK2 and AVP receptors are 

preferentially expressed in the LHb and MHb (Hernando et al., 2001; Cheng et al., 2002), and 

additional AVP projections from the PVN could act as a relay nucleus to link the SCN and 

LHb (Hernández et al., 2015). Hence, to evaluate at what extend one of these SCN-outputs 

may affect the Hb clockwork we exposed the explants to culture medium containing different 

concentrations of AVP. However, only a slight decrease of the amplitude was observed in the 

circadian oscillations of PER2::LUC bioluminescence in Hbr explants. 
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In our study, we showed differences between the two parts of the Hb (rostral vs. caudal). The 

Hb is a heterogeneous structure by the morphology, the electrical activity, the molecular 

characteristics and the targets of its neurons (Andres et al., 1999; Geisler et al., 2003; Kim and 

Chang, 2005; Weiss and Veh, 2011; Aizawa et al., 2012; Wagner et al., 2014; Quina et al., 

2015; Wagner et al., 2016, 2017; Zhang et al., 2018). Besides, AVP fibers are diffused in the 

Hbr while they are condense in the Hbc and in reverse for NA fibers (Gottesfeld, 1983; Zhang 

et al., 2016). Together, this may explain our dissimilar results from the Hbr to the Hbc. 

5. Conclusion 

In summary, in the present study we reported that the clock activity (PER2::LUC rhythms) in 

the Hb is affected mostly by catecholamines (DA and NA) and ORXA input signals. Cellular 

activity (gene and protein expression) or release of these molecules, involved in the regulation 

of motivated and reward behaviors, are quite rhythmic in the brain and their deregulation may 

result in sleep, addicted or feeding/metabolic consequences (Berridge and Robinson, 1998; 

Berridge, 2008; Hood et al., 2010; Tsujino and Sakurai, 2013). Moreover, catecholaminergic 

signaling to the Hb may serve as a kind of feedback inputs to give robustness and synchrony 

to the clock for appropriately circadian role. What exactly is the Hb clock role remains to be 

determinate in further studies, but it is possible that in circadian pathologies with a DAergic 

background (i.e., feeding, motivation, and sleep) the motion of the Hb epithalamic clock is 

compromised. 
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9. Tables 

Table 1. Specifications of drugs used for bioluminescence recordings. 

DRUG Concentrations (µM) Supplier (catalog n°) References 

Dopamine (DA) 10, 100, 1000 Sigma H8502 Zuo et al., 2013 

Noradrenaline (NA) 1, 10, 100 Sigma N112 Root et al., 2015 

Serotonin (5-HT) 10, 100, 500 Sigma H9523 Shabel et al., 2012 

Sumanirole 

(D2 agonist) 
1, 10, 100 Sigma SML1087 McCall et al., 2005 

A-412997 (D4 agonist) 1, 10, 100 Abcam AB120581 Good et al., 2013 

Orexin-A (ORX-A)  0.01, 0.1, 0.2 Sigma H8502 Ma et al., 2016 

Vasopressin (AVP) 0.03, 0.15, 0.3 Bachem, H-1780  Li et al., 2009 

 

 

Table 2: Effect of different drugs on the oscillations of Hbr samples of PER2::LUC mice 

  Period Amplitude Δ phase 

  Fisher P value Fisher P value Fisher P value 

D
A

 Drug F(1,69)=1.277 p=0.281 F(1,69)=1.423 p=0.256 F(1,55)=4.543 p=0.054 

Concentration  F(4,69)=3.388 p=0.016 F(4,69)=9.587 p<0.001 F(3,55)=0.079 p=0.971 

Interaction F(4,69)=3.022 p=0.027 F(4,69)=6.014 p<0.001 F(3,55)=1.192 p=0.327 

N
A

 Drug F(1,59)=0.844 p=0.380 F(1,59)=7.690 p=0.020 F(1,47)=0.990 p=0.343 

Concentration  F(4,59)=5.421 p=0.001 F(4,59)=28.534 p<0.001 F(3,47)=6.323 p=0.002 

Interaction F(4,59)=1.526 p=0.213 F(4,59)=18.075 P<0.001 F(3,47)=4.785 p=0.008 

5
H

T
 Drug F(1,59)=0.797 p=0.393 F(1,59)=0.005 p=0.947 F(1,47)=0.072 p=0.794 

Concentration  F(4,59)=7.384 p<0.001 F(4,59)=6.095 p<0.001 F(3,47)=0.842 p=0.482 

Interaction F(4,59)=0.779 p=0.546 F(4,59)=2.662 p=0.046 F(3,47)=0.525 p=0.669 

D
R

D
2

 Drug F(1,59)=0.858 p=0.376 F(1,59)=0.030 p=0.865 F(1,47)=2.189 p=0.170 

Concentration  F(4,59)=4.250 p=0.006 F(4,59)=3.890 p=0.009 F(3,47)=2.616 p=0.069 

Interaction F(4,59)=2.031 p=0.108 F(4,59)=2.789 p=0.039 F(3,47)=2.629 p=0.068 

D
R

D
4

 Drug F(1,59)=0.229 p=0.643 F(1,59)=0.001 p=0.972 F(1,47)=4.379 p=0.063 

Concentration  F(4,59)=3.701 p=0.012 F(4,59)=4.813 p=0.003 F(3,47)=2.687 p=0.064 

Interaction F(4,59)=5.509 p=0.001 F(4,59)=2.185 p=0.088 F(3,47)=4.341 p=0.012 

O
R

X
A

 Drug F(1,64)=0.652 p=0.436 F(1,64)=0.096 p=0.762 F(1,51)=0.137 p=0.718 

Concentration  F(4,64)=4.840 p=0.003 F(4,64)=4.197 p=0.006 F(3,51)=0.484 p=0.696 

Interaction F(4,64)=2.947 p=0.030 F(4,64)=1.200 p=0.324 F(3,51)=0.588 p=0.627 

A
V

P
 Drug F(1,69)=2.090 p=0.174 F(1,69)=3.326 p=0.093 F(1,55)=0.093 p=0.765 

Concentration  F(4,69)=7.075 p<0.001 F(4,69)=1.805 p=0.143 F(3,55)=3.669 p=0.021 

Interaction F(4,69)=4.895 p=0.002 F(4,69)=3.158 p=0.022 F(3,55)=3.488 p=0.025 

The underlined number indicates significant p values. 

  



Tables 

97 

Table 3: Effect of different drugs on the oscillations of Hbc samples of PER2::LUC mice 

  Period Amplitude Δ phase 

 DA Effect Fisher P value Fisher P value Fisher P value 

D
A

 Drug F(1,69)=2.950 p=0.112 F(1,69)=7.827 p=0.016 F(1,55)=0.235 p=0.637 

Concentration  F(4,69)=4.373 p=0.004 F(4,69)=4.573 p=0.003 F(3,55)=2.428 p=0.081 

Interaction F(4,69)=1.376 p=0.256 F(4,69)=6.955 p<0.001 F(3,55)=1.332 p=0.279 

N
A

 Drug F(1,59)=0.259 p=0.620 F(1,59)=27.813 p<0.001 F(1,55)=10.940 p=0.006 

Concentration  F(4,59)=1.516 p=0.212 F(4,59)=22.310 p<0.001 F(3,55)=7.271 p<0.001 

Interaction F(4,59)=0.718 p=0.584 F(4,59)=23.262 p<0.001 F(3,55)=9.615 p<0.001 

5
H

T
 Drug F(1,59)=6.637 p=0.028 F(1,59)=0.007 p=0.934 F(1,47)=2.390 p=0.153 

Concentration  F(4,59)=3.319 p=0.019 F(4,59)=3.870 p=0.009 F(3,47)=3.819 p=0.020 

Interaction F(4,59)=2.520 p=0.056 F(4,59)=0.677 p=0.612 F(3,47)=5.769 p=0.003 

D
R

D
2

 Drug F(1,59)=1.533 p=0.244 F(1,59)=1.196 p=0.300 F(1,47)=0.002 p=0.970 

Concentration  F(4,59)=2.192 p=0.087 F(4,59)=2.315 p=0.074 F(3,47)=1.998 p=0.136 

Interaction F(4,59)=1.397 p=0.253 F(4,59)=1.186 p=0.332 F(3,47)=1.802 p=0.168 

D
R

D
4

 Drug F(1,59)=0.019 p=0.893 F(1,59)=0.165 p=0.693 F(1,47)=0.174 p=0.685 

Concentration  F(4,59)=3.258 p=0.021 F(4,59)=8.317 p<0.001 F(3,47)=4.135 p=0.014 

Interaction F(4,59)=1.473 p=0.229 F(4,59)=0.388 p=0.816 F(3,47)=0.704 p=0.557 

O
R

X
A

 Drug F(1,64)=10.735 p=0.007 F(1,64)=1.578 p=0.235 F(1,51)=0.011 p=0.920 

Concentration  F(4,64)=3.178 p=0.022 F(4,64)=10.570 p<0.001 F(3,51)=2.542 p=0.073 

Interaction F(4,64)=2.343 p=0.069 F(4,64)=3.728 p=0.011 F(3,51)=2.576 p=0.070 

A
V

P
 Drug F(1,69)=0.337 p=0.573 F(1,69)=1.836 p=0.200 F(1,55)=0.536 p=0.478 

Concentration  F(4,69)=0.873 p=0.487 F(4,69)=8.079 p<0.001 F(3,55)=3.249 p=0.033 

Interaction F(4,69)=1.047 p=0.393 F(4,69)=1.492 p=0.219 F(3,55)=2.678 p=0.062 

The underlined number indicates significant p values. 
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10.  Figures 

 

 

Figure 1 Experimental design. A) Schematic and representative pictures (cresyl violet staining) of 

the two regions of interest of the Hb that we used (left, Hbr; right, Hbc). B) Time line of the 

experiment for each Hb sample which receives in its culture medium an increased concentration of 

drug or vehicle, every 3 days. Scale bar: 250 µm. C1-3: concentration 1-3; D3V: dorsal 3rd ventricle; 

DG: dentate gyrus; MHb: medial habenula; LHb: lateral Habenula; PVT: paraventricular thalamus; 

sm: stria medularis. Adapted from Paxinos and Franklin, 2001 and Allen Brain Institute (www.brain-

map.org) mouse atlas. 

 

http://www.brain-map.org/
http://www.brain-map.org/
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Figure 2 Effect of catecholamines on PER2::LUC oscillations in the rostral and caudal part of 

habenula explants. The period (first column), baseline-corrected amplitude (second column) and Δ 

phase (third column) of the PER2::LUC oscillations were chosen to describe the Hb clock. Dopamine 

or vehicle was added into the medium of the rostral (A) and caudal (B) part of the Hb explants. 

Noradrenaline or vehicle was added into the medium of the rostral (C) and caudal (D) part of the Hb 

explants. * p<0.05, significant difference inside the drug group; ¤ p<0.05, significant difference 

vehicle vs. drug; $ p<0.05, significant difference inside the vehicle group 
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Figure 3 Effect of dopamine receptor D2 and D4 on PER2::LUC oscillations in the rostral and 

caudal part of habenula explants. The period (first column), baseline-corrected amplitude (second 

column) and Δ phase (third column) of the PER2::LUC oscillations were chosen to describe the Hb 

clock. DRD2 agonist or vehicle was added into the medium of the rostral (A) and caudal (B) part of 

the Hb explants. DRD4 agonist or vehicle was added into the medium of the rostral (C) and caudal (D) 

part of the Hb explants. * p<0.05, significant difference inside the drug group; ¤ p<0.05, significant 

difference vehicle vs. drug; $ p<0.05, significant difference inside the vehicle group 
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Figure 4 Effect of orexin A and vasopressin on PER2::LUC oscillations in the rostral and caudal 

part of habenula explants. The period (first column), baseline-corrected amplitude (second column) 

and Δ phase (third column) of the PER2::LUC oscillations were chosen to describe the Hb clock.  

ORXA or vehicle was added into the medium of the rostral (A) and caudal (B) part of the Hb explants. 

AVP or vehicle was added into the medium of the rostral (C) and caudal (D) part of the Hb explants. * 

p<0.05, significant difference inside the drug group; ¤ p<0.05, significant difference vehicle vs. drug; 

$ p<0.05, significant difference inside the vehicle group 
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Supplemental information 

 

 

Figure S1 Effect of serotonin on PER2::LUC oscillations in the rostral and caudal part of 

habenula explants. The period (first column), baseline-corrected amplitude (second column) and Δ 

phase (third column) of the PER2::LUC oscillations were chosen to describe the Hb clock. Serotonin 

or vehicle was added into the medium of the rostral (A) and caudal (B) part of the Hb explants. * 

p<0.05, significant difference inside the drug group; ¤ p<0.05, significant difference vehicle vs. Drug 
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Discussion 

1. Considérations techniques 

1|1. Bioluminescence 

La bioluminescence tire son potentiel de la luciférase : une enzyme capable de produire de la lumière 

et qui est présente dans certaines espèces comme la luciole. La luciférase a l a a tage d t e 
o stitu e d u e seule p ot i e ~61kDa ; Gould & Subramani, 1988). Elle émet moins de bruit de 

fo d ue la fluo es e e, d où u  atio sig al/ uit plus le , e ui lui o f e u e eilleu e 
sensibilité (Badr, 2014). Bien que le modèle transgénique PER2::LUC nous donne un aperçu du 

fo tio e e t de l ho loge, il e se fo alise ue su  u e seule p ot i e PER  sa s au u e 
i fo atio  su  les aut es a teu s ol ulai es de l ho loge.  

1|2. Hybridation vs. Culture tissulaire  

L tude des th es i adie s e uie t de up e  des do es th i ues d u  o ga is e e tie  
o po te e t  ou d u  tissu e p essio  g i ue, p ot i ue  su  h. Il est do  essai e 

d o te i  des ha tillo s à diff e ts poi ts ho ai es afi  de od lise  leu  oscillation. Dans ce 

t a ail de th se, l h idatio  in situ a été utilisée afin de marquer les cellules de la LHb exprimant 

différents gènes horloges (Clock, Per2, Cry2, Rev-Erbα). Cepe da t, ette thode e uie t plus d u  
ha tillo , et do  plus d u  a i al, pa  poi t ho ai e pou  teste  l h poth se d u  th e su  u e 

estimation valable du nombre de cellules exprimant ces gènes in vivo. 

La culture quant à elle crée un enviro e e t o t ôl  da s le uel le tissu e su it plus l i flue e 
de fa teu s e te es, du oi s ue l o  sa he. Il est ai si possi le d tudie  les p op i t s 

th i ues et e dog es d u  tissu, aut e e t dit sa apa it  pote tielle à os ille  de lui-même sur 

plusieurs jours dans un contexte particulier. Le fait de recourir à des expériences longitudinales  nous 

pe et de di i ue  le o e d a i au  essai e à l a al se des th es. N a oi s, ous e 
sa o s pas e u il e  est in vivo. Les afférences que eçoit l ha ula so t o euses et a i es. 
Lo s de sa ise e  ultu e, l ha ula est i odisse u e ; tout i flu  d i fo atio  lui est do  
supprimé ce qui peut modifier son profil rythmique. 

Ce travail mêle culture et bioluminescence. Ainsi il est possible de suivre sur le long terme les tissus 

ex vivo a e  u e f ue e d ha tillo age plus le e toutes les  i utes  sur plusieurs cycles 

ue elle d e p ie es in vivo requérant un sacrifice toutes les 3 ou 4h pour avoir un cycle de 24h. 

Bien que le LumiCycle ne permette pas une discrimination entre la MHb et la LHb, il existe un autre 

appa eil Lu i oVie  p e a t des photos à i te alles gulie s h pou  l ha ula  d u  seul 
ha tillo  pe etta t d a oi  u e solutio  spatiale de l ission de lumière par la luciférase.  

La culture pose également le problème du changement de milieu. Au fil du temps, les nutriments et 

la luciférine décroissent tout comme les oscillations, ce qui nous oblige à renouveler le milieu. Ce 

renouvellement implique un changement drastique dans la composition du nouveau milieu comparé 

à l a ie . Ce ho  hi i ue et the i ue a le pote tiel de p o o ue  u e e tuelle i itialisatio  
de l ho loge. Pou  pa e  ette diffi ult , u  s st e de pe fusio  de ait t e is en place afin de 
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e ou ele  o sta e t le ilieu des ha tillo s et ai si ite  de i itialise  l ho loge à ha ue 
changement de milieu. 

1|3. Vibratome 

Le vibratome nécessite une longue préparation des échantillons : la pré-découpe du cerveau, son 

inclusio  da s la g lati e afi  de le fi e  su  le suppo t du i ato e, sa d oupe jus u à a i e  aux 

tranches sur lesquelles se situe la st u tu e d i t t. Contrairement au vibratome, la matrice est une 

technique de découpe beaucoup plus rapide. Elle ne requiert que de déposer le cerveau dans son 

oule et de t a he  à l aide d u e la e de asoi  la ou les oupes d i t t. Plusieurs échantillons 

so t ai si p pa s e  u  i i u  de te ps pou  u  e poi t ho ai e ais do t l paisseu  
varie aux alentours de 500 µ . L a a tage du i ato e est da s la ep odu ti ilit  des paisseu s 
(exactement 500 µm) et dans la reproductibilité anatomique pour récupérer les mêmes parties 

rostrales (Hbr) et caudales (Hbc) de l ha ula. Il fut do  i po ta t de s assu e  ue le moment du 

sa ifi e de l a i al ou de la ise e  ultu e de l ha tillo  i flue e pas la p iode ou 
l a plitude de l ho loge da s l ha ula. Ces deu  pa a t es estaie t ide ti ues uel ue soit le 

moment du jour ou de la nuit. 

En 2010, le travail de Guildi g o t ait des os illatio s de l ha ula oi s o ustes, s a o tissa t 
plus rapidement que les résultats présentés ici (Guilding et al., 2010). En fait les deux études 

diffèrent par leurs échantillons : ceux de Guiliding et al sont des échantillo s d paisseu  de  µm 

alors que les nôtres sont des microdissections incluant seulement la MHb et la LHb avec une 

épaisseur de 500 µ . L ha ula est g a de e t h t og e voir partie 4|2). La présence de 

certains sous- o au  l s ou d u e e tai e ua tit  de ellules se ait essai e pou  o se e  des 
oscillations plus robustes. 

2. Une horloge endogène dans l’habénula 

Afi  de o t ôle  les o au  o oa i e gi ues, l ha ula d ha ge de faço  to i ue sa s l aide de 
neurotransmission externe (Poller et al., 2011). Bie  u elle ait les outils essai es pou  t e u  
pa e ake , il este à sa oi  si elle a la apa it  d t e u e ho loge i d pe da te.  

2|1. Aspects moléculaires 

Le premier objectif de ce travail de thèse a été de caractériser quels gènes horloges sont toujours 

e p i s da s l ha ula lo s ue les a i au  so t ai te us e  DD. Bie  ue ous a o s pas 
étudié tous les gènes horloges possiblement impliqués, nous savons que Clock, Cry2 et Rev-Erbα 

continue t d t e th i ue e t e p i s in vivo même en DD, ce qui indique une expression 

e dog e de l ho loge situ e da s l ha ula. Cepe da t pou  l e p essio  de Per2 ous a o s pas 
pu e e  l a al se Cosi o  au ue de la pa titio  des do es. E  effet, le nombre de cellules 

exprimant Per2 se restreignait à une étroite fenêtre temporelle à la fin de la phase de repos de 

l a i al jou  su je tif . U e aut e tude a epo t  u  th e da s l e p essio  de Per2 par PCR1 

quantitative chez des rats maintenus en cycle LD (Zhao et al., 2015b). Les résultats observés dans ce 

t a ail peu e t s e pli ue  soit pa  u e diff e e d a al se i eau d ARN essage s vs nombre de 

cellules marquées), soit par un allongement de la période en DD, ce qui entrainerait un pic tardif 

situé à la fin de notre cycle. Pour éclaircir la situation, un cycle de 48h serait envisageable. 

                                                           
1
 De l a glais polymerase chain reaction 
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De plus, les gènes horloges sont nécessaires aux oscillations circadiennes dans la LHb. Une 

pe tu atio  de l ho loge ol ulai e, o e u e dou le utation1 des gènes Per, altère 

l e p essio  des g es Clock et Rev-Erbα et rend indétectable celle du gène Cry2. En effet, une simple 

mutation1 du gène Per2 e t ai e u e aisse de l e p essio  des g es Cry1, Per1 et Bmal1 dans le 

SCN, ce qui laisserait penser à une agg a atio  du ph ot pe lo s d u e dou le utatio  (Bae et al., 

2001). De même, la double mutation Cry1-2 alt e l ho loge da s l ha ula so  a ti it  le t i ue 
et l e p essio  Per1-luciférase ; Sakhi et al., 2014b). 

2|2. Robustesse de l’horloge 

L h idatio  in situ e ous a pe is d e a i e  u u  seul le e  DD. G â e à ot e odel 
transgénique Per2

Luc, nous avons pu travailler sur des oscillations ex vivo de plusieurs jours afin 

d a o pli  os aut es o je tifs. Ai si, ous a o s pu d o t e  ue l a ti it  e dog e de 
PER ::LUC est ulle e t affe t e pa  les diff e tes o ditio s au uelles les sou is taie t 
soumises (LD, DD, LL). De plus, le th e de l a ti it  le t i ue e diff e t pas e t e les o ditio s 
LD et DD (Sakhi et al., 2014b). Le ul e olfa tif o e l ha ula p se te u e p iode et u e 
amplitude qui restent dans le même ordre de grandeur en LD comme en LL, cependant le SCN 

montre des oscillations plus faibles en LL (nos résultats ; Granados-Fuentes et al., 2004a). Notre 

modèle animal possède la protéine de fusion PER2::LUC qui nous permet de suivre la production de 

PER2. Les rats Per1-luciférase quant à eux, ont la luciférase sous le contrôle du promoteur de Per1, ce 

qui donne un aperçu de l'activité de BMAL1:CLOCK. Les oscillations de tissus provenant de rats Per1-

luciférase seraient plus instables et de ce fait, plus facilement altérable à des facteurs externes 

comme la lumière (Granados-Fuentes et al., 2004a; Jaeger, 2014). La robustesse de l a ti it  de 

PER ::LUC pou ait e p he  la d te tio  d u  effet de la lu i e su  l ha ula, e ue pourrait en 

revanche révéler le modèle des rats Per1-luciférase. 

Le SCN est pas essai e au ai tie  des os illatio s de l ha ula. L ha ula des a i au  do t 
le SCN a été lésé ne montrait aucune différence par rapport aux animaux contrôles « sham ». 

Seulement ces résultats ne sont que le f uit d e p ie es ex vivo. Les mêmes études in vivo des 

os illatio s de PER  e  i pla ta t pa  e e ple u e fi e opti ue au i eau de l ha ula hez u e 
souris transgénique Per2

Luc, pourraient révéler un lien possi le e t e le SCN et l ha ula ui 
appa aît pas ex vivo (Hamada et al., 2016). 

2|3. Couplage des deux oscillateurs internes  

L tude de l ho loge p se te da s l ha ula ous a o duit à a al se  la phase des os illateurs 

présents dans l ha ula (Hbr et Hbc). E  e ui o e e la p iode ou l a plitude des os illatio s, 
rien ne distingue la Hbr de la Hbc. Toutefois, la phase des oscillations était modifiée en fonction des 

différentes conditions. Afi  d a al se  la synchronisation entre les phases de la Hbr et la Hbc d u  
même animal, il semblait plus juste de travailler sur une différence de phase de ses deux noyaux. Il 

appa ait u e  le LD, la diff e e est i i e sa s ue les os illatio s soie t e  phase est-à-

dire sans que leur acrophase arrivent au même moment) tout comme en LL. Que la LL ne semble pas 

affecter la rythmicité des oscillations de PER2 peut être surprenant. Néanmoins, il existe des 

mutants1 du récepteur VIP ou des gènes Per2-Cry1 dont la th i it  de l a ti it  lo o ot i e est 
perdue en DD et restaurée en LL (Abraham et al., 2006; Hughes et al., 2015). C est e  a se e de 
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lumière que la différence de phase a montré une grande disparité qui fut e a e e e  l a se e de 
lumière et du SCN. Ceci signifie que pour maintenir ses oscillateurs (Hbr et Hbc) synchronisés, 

l ha ula a principalement besoin de la lumière ; en son absence, le SCN pourrait prendre le relais. 

Certains horloges (ex. SCN, rétine) possèdent plusieurs oscillateurs qui auraient comme fonction de 

renforcer leurs oscillations intrinsèques (Jaeger, 2014; Jagota et al., 2000).Il est envisageable que le 

ôle des os illateu s de l ha ula puisse gale ent encoder un élément temporel, le SCN possédant 

également deux oscillateurs pour encoder la photopériode (voir partie 2|2.b ; Honma et al., 2012). 

3. Entrées multiples de l’horloge 

Plusieu s tudes se so t i t ess es à l ho loge de l ha ula de di e ses a i es ais peu se so t 
i t ess es au  e t es ui pou aie t i flue e  l ho loge (Zhao & Rusak, 2005; Tavakoli-Nezhad & 

Schwartz, 2006; Guilding et al., 2010; Wyse & Coogan, 2010; Sakhi et al., 2014a, 2014b; Shuboni et 

al., 2015; Zhao et al., 2015b). De plus, nous avons regardé les effets de diverses molécules sur la Hbr 

et la Hbc. Selo  les o au , diff e ts sultats ous so t appa us e ui s e pli ue t pa  
l h t og it  de l ha ula su  l a e ost o-caudal (Andres et al., 1999; Zhang et al., 2016, 2018). 

3|1. Catécholamines 

U  p de t t a ail de l uipe a d o t  l i pa t de la ta ph ta i e dissoute da s l eau de 
oisso  su  l a ti it  lo o ot i e ai si ue su  les os illatio s PER ::LUC de l ha ula (Salaberry et 

al., 2017). La métamphétamine est une drogue agissant sur le transporteur vésiculaire, ce qui résulte 

en une augmentation du niveau des monoamines dans la synapse (Wise, 1998). De ce fait, nous nous 

so es i t ess s au  effets de la dopa i e su  l ho loge de l ha ula e  sa ha t le lie  t oit 
entre cette dernière et le système de la récompense (Viswanath et al., 2013; Lecca et al., 2014). 

E  plus de odule  l e p essio  de PER  da s le st iatu  via le récepteur D2 (Hood et al., 2010), la 

dopa i e aug e te l a plitude des os illatio s de l ha ula. La noradrénaline qui a la capacité 

d activer le récepteur dopaminergique D4 (Root et al., 2015), augmente gale e t l a plitude des 
oscillations. Cette aug e tatio  p o ie d ait d u e hausse de la s th se de PER ::LUC ou d u e 
meilleure synchronisation entre les ellules do t l apog e de la p odu tio  de PER ::LUC a i e ait au 
même moment, a t u e plus g a de ua tit  de photo s. Cepe da t, et effet est ni le résultat 

de l a ti atio  spécifique du epteu  dopa i e gi ue D  ou D . Il pou ait p o e i  d u e 
a ti atio  ultiple des epteu s dopa i e gi ues ou d u e a ti atio  des epteu s 
ad e gi ues situ s su  la MH  e  e ui o e e l effet noradrénergique (voir partie 4|2.d|i). En 

effet, la dopamine induit par les récepteurs de type 2, une cascade de phosphorylation qui aboutira à 

la phosphorylation de CREB1 qui modulera les gènes de Per et Clock (Nikaido et al., 2001; Yujnovsky 

et al., 2006; Beaulieu and Gainetdinov, 2011). Quant à la noradrénaline, elle i duit l e p essio  des 
gènes Cry2 et Per1 da s la gla de pi ale d ha ste s s ie s pa  l a ti atio  des récepteurs 

adrénergiques β1 (Simonneaux & Ribelayga, 2003). 

3|2. Neuropeptides 

L ha ula est pas seule e t se si le au  at hola i es, ais aussi à e tai s eu opeptides 
o e l o e i e et l AVP. L h pothala us lat al do t la ajo it  des eu o es e p i e t de 

l o e i e, est u e des afférences majeures de la LHb (Tsujino & Sakurai, 2013; Zahm & Root, 2017). Il 
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est notamment impliqué dans le sommeil et la prise alimentaire ainsi que son aspect récompensant 

(Tsujino & Sakurai, 2013). L o e i e A agit su  les os illatio s de PER ::LUC e  a ou issa t d au 
oi s h la p iode des ha tillo s issus de l ha ula do t l effet est sig ifi atif seule e t à 

100 nM. A la même concentration, les oscillations de PER2::LUC des échantillons issus de 

l hippo a pe agisse t de la e faço  (Ma et al., 2016). De plus, l o e i e A aug e te 
l a plitude des os illatio s de l ha ula. Les phosphatases et ki ases a ti es à la suite de 
l a ti atio  des epteu s o e i e gi ues d phospho le t ou phospho les espe ti e e t e tai s 
acides aminés de la protéine PER2 qui jouent sur sa stabilité (voir partie 2|1.c ; Vanselow & Kramer, 

2007; Tsujino & Sakurai, 2013; Leonard & Kukkonen, 2014; Davies et al., 2015). Une instabilité de la 

protéine suggérerait une dégradation plus rapide. Cette h poth se oupl e à elle d u e 
augmentation de la production de la protéine PER2::LUC amènerait à un raccourcissement de la 

p iode a e  e  e te ps u e aug e tatio  de l a plitude. Seule e t, ie  ue l o  d te te 
des fi es o e i e gi ues da s l ha ula, les aff e es p o e a t de l h pothala us latéral 

transmettent essentiellement du glutamate et du GABA (Peyron et al., 1998; Poller et al., 2013; Nieh 

et al., 2016; Stamatakis et al., 2016). 

Le SCN transmet ses informatio s ota e t pa  l AVP (Jin et al., 1999). Le PVN a également une 

sortie vasopressinergique, est innervé par le SCN et projette sur la LHb (Kalsbeek et al., 2006; 

Hernández et al., 2015). De e fait, ous a o s test  l effet de l AVP su  les os illatio s de l ha ula. 
Co t ai e e t au  aut es ol ules, l AVP aisse l a plitude de l a ti it  PER ::LUC à la plus fo te 
concentration (300 nM), signifiant une désynchronisation des cellules entre elles ou une baisse de la 

s th se de PER  au sei  de l ha ula. Une double mutation (perte de fonction) des récepteurs 

vasopressinergiques V1a et V1b ou un blocage pharmacologique de ces récepteurs entraine une 

es h o isatio  plus apide de l ho loge ol ulai e da s le SCN ou du o po te e t lo o oteu  
aux variations de l e i o e e t e te e o e le d alage ho ai e (Yamaguchi et al., 2013b). 

Ai si, l AVP pou ait ie  f ei e  la s h o isatio  des os illatio s des ellules du SCN ou de 
l ha ula. 

4. Intérêt d’une horloge dans l’habénula 

La LHb contrôle les no au  o oa i e gi ues ta dis ue es de ie s i flue e t l a ti it  de 
l ha ula et/ou de so  ho loge. Mais uel se ait l i t t d a oi  u e ho loge da s l ha ula ? Quel 

rôle pourrait-elle avoir sur les noyaux monoaminergiques ? 

La VTA a une activité rythmique da s sa d ha ge de pote tiels d a tio  et da s sa li atio  de 
dopamine (Schade et al., 1995; Shieh et al., 1997; Luo et al., 2008; Hood et al., 2010). Cependant, 

lo s ue l o  isole la VTA issue d u  at t a sg i ue Per1-luciférase, aucune os illatio  est d te t e 
(Abe et al., 2002). Donc une autre horloge entrerait en jeu qui ne serait pas le SCN. En effet, une 

diff e e jou ali e da s l e p essio  de la t osi e h d o lase et du t a spo teu  
dopaminergique subsiste chez des rats dont le SCN a été lésés (Sleipness et al., 2007). La LHb exerce 

toniquement un contrôle sur la VTA qui pourrait être modulé tout au long de la journée. En effet, 

hez les ats, le pi  d a ti it  de la LH  du a t le jou  o espo d au i eau le plus as de dopa ine 

libérée dans le striatum (Zhao & Rusak, 2005; Hood et al., 2010). Cependant, chez la souris, le pic 

d a ti it  de la LH  se p se te du a t le jou  ui peut t e o l  à u e plus fai le a ti it  
électrique de la VTA (Guilding et al., 2010; Stowie et al., 2015b). Une activation ou une lésion de la 
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LHb chez le rat et la souris semble nécessaire pour déterminer si son activité circadienne influence 

celle de la VTA avec une possible différence entre espèces. 

La LHb exerce aussi un contrôle sur les noyaux du Raphé dans lesquels a lieu la synthèse de 

sérotonine. En effet, la stimulation électrique ou pharmacologique de la LHb contribue à une 

diminution de la libération de sérotonine dans le cerveau alo s u u e l sio  de la LH  l aug e te 

(Kalén et al., 1989; Yang et al., 2008; Han et al., 2016). Cette libération est en plus rythmique dans le 

SCN (Semba et al., 1984; Dudley et al., 1998). Il se ait e isagea le ue l ho loge situ e da s 
l ha ula puisse aussi jouer un rôle dans cette activité rythmique des noyaux du Raphé. 

4|1. Dysfonctionnement de l’horloge 

L ha ula est i pli u e da s des aladies ps hiat i ues ui sou e t sulte t ou e t aî e t u  
d sfo tio e e t o oa i e gi ue o e l addi tio  ou la d p essio  (Lecourtier & Kelly, 2007; 

Salaberry & Mendoza, 2015; Zhao et al., 2015a). De plus, le système circadien est également 

impliqué dans ces maladies psychiatriques. 

FIGURE 20 : AUTO-ADMINISTRATION DE COCAÏNE SUR UNE PERIODE DE 21 JOURS. Les rats ont suivi un protocole 

restreint d auto-administration de cocaïne (1.5 mg/kg/inf). Chaque figure correspond à un individu typique de 

son protocole. Les rats avaient accès à la drogue 2, 3, 4 ou 5 fois par heure (respectivement A, B, C ou D). 

Chaque ligne représente une période de 24h, dont la phase obscure est signalée par une barre horizontale 

noire. Chaque petite marque verticale indique une infusion de cocaïne tandis que les points signalent une 

omission. Repris de Morgan & Roberts, 2004. 

Une perturbation du système circadien comme le travail décalé, le décalage horaire à répétition ou 

des mutations dans les gènes horloges entraine une plus grande probabilité de consommer des 

psychostimulants (Honma & Honma, 2009; Kirkpatrick et al., 2009; Doyle et al., 2015; Stowie et al., 

2015a). Ainsi des travailleurs de nuit prendront plus facilement de la métamphétamine afin de rester 

eille  et de ussi  leu  tâ he plutôt u à des fi s ati es, la ta ph ta i e agissa t da s 
cette expérience comme un synchronisateur (Kosobud et al., 2007; Kirkpatrick et al., 2009). Chez les 

a i au  od les, o  et ou e gale e t l i flue e du s st e i adie  su  la p ise de d ogue. E  
effet, les mutations1 des gènes Clock et Per2 suscitent une plus g a de o so atio  d al ool. De 
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plus, une plus grande sensibilité à la cocaïne est développée avec une préférence augmentée pour 

celle- i et u e po se plus g a de de l a ti it  lo o ot i e ap s so  i je tio  (Abarca et al., 2002; 

Perreau-Lenz et al., 2009; Ozburn et al., 2012, 2013). A contrario, les animaux exprimant des 

protéines PER1 et NPAS21 dysfonctionnelles consomment de la cocaïne en moindre quantité et y 

sont moins sensible (Reick et al., 2001; Abarca et al., 2002; Ozburn et al., 2015). 

La consommation de drogue influence également le système circadie . L auto-administration de 

o aï e ou d al ool hez les o geu s o t e u  th e i adie  a e  u e o so atio  plus fo te 
du a t la phase a ti e de l a i al (Morgan & Roberts, 2004; Rosenwasser et al., 2005; Bass et al., 

2010; Perreau-Lenz et al., 2012). De plus, e th e est ga d  ue si l auto-administration de la 

cocaïne est restreinte à deux ou trois prises par heures (voir FIGURE 20). Au-delà, l a i al o e e 
à réduire son temps de sommeil pour continuer à appuyer su  le le ie , jus u à pe d e totale e t 
son cycle veille/sommeil (Morgan & Roberts, 2004). L ho loge de l ha ula pou ait t e la l  e t e 
le système circadien et celui monoaminergique. Il est possible que cette perte de contrôle soit due à 

la neurodégénérescence du fasciculus retroflexus qui permettait de contrôler temporellement les 

noyaux monoaminergiques. Ainsi, sans la LHb pour inhiber la VTA au bon moment et rétablir son 

activité rythmique, le système commence à être dérégulé, prenant une dimension pathologique (voir 

FIGURE 21).  

FIGURE 21 : INTRICATION DU SYSTEME CIRCADIEN ET MONOAMINERGIQUE AVEC L’HABENULA. L ho loge de l ha ula 
est altérée en présence de dopamine (DA) ou de noradrénaline (NA). Les noyaux monoaminergiques (VTA, SNc, 

Raph  so t o t ôl s pa  l ha ula directement ou indirectement (RMTg). Celle-ci fait le lien entre lese 

s st es i adie s et o oa i e gi ues. Cepe da t, si l uili e e t e les s st es est isé, cela peut 

e e  à des t ou les ps hiat i ues o e l addi tio  ou la d p essio . SNc : substance noire pars compacta ; 

RMTg : noyau rostromédian du tegmentum ; VTA : aire tegmentale ventrale 

5. Conclusion et perspectives 

Ce travail de thèse a permis de ca a t ise  de faço  ol ulai e et pha a ologi ue l ho loge situ e 
da s l ha ula. Premièrement, la LHb possède une machinerie moléculaire qui est altérée comme 
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on pou ait s  atte d e lo s u u e utatio  tou he u e des ou les ol ulai es. De plus, 
l habénula est une horloge indépendante du SCN pour maintenir ses oscillations ex vivo. Cependant, 

pour garder ses oscillateurs synchrones, elle a besoin de recevoir des informations provenant de 

zeitgeber o e la lu i e. E fi , les at hola i es, l o e i e A et l AVP o t t  ide tifi s o e 
possi le e t es de l ho loge puisque ces molécules peuvent jouer sur sa période ou sur son 

amplitude. 

Mais uelle est la so tie de ette ho loge p se te da s l ha ula ? Bien que nous ayons des 

hypothèses sur son é e tuel ôle, il  a pas e o e de p eu es pou  les d o t e . Ai si pou  
po d e à ette ou elle uestio , la p o hai e tape se a d i a ti e  l ho loge de l ha ula pa  

des virus. Le vecteur viral contiendrait le gène de la cre-recombinase, une enzy e apa le d e le e  
u  o eau d ADN situ e e t e deu  sites Lo P. L i je tio  d u  i us ad o-associé exprimant la cre 

e o i ase da s l ha ula d u e sou is t a sg i ue e p i a t le g e Bmal1 dont le 4e exon est 

flanqué de sites LoxP engendrerait un KO de Bmal1 sp ifi ue da s l ha ula (Izumo et al., 2014). 

L ho ologue de BMAL1 (BMAL2) étant trop faiblement exprimé pour compenser la perte de fonction 

(Shi et al., 2010), nous devrions obtenir un KO de l ho loge ol ulai e. Dans un premier temps, 

l i pa t de e KO su  l a ti it  lo o ot i e et la p ise ali e tai e des a i au , deu  so ties 
comportementales rythmiques, serait examiné afin de déterminer son effet en condition normale. 

Dans un deuxième te ps, il se ait possi le d tudie  les effets i édiats et à plus long terme de 

cette altération circadienne sur la prise de drogue. Ce KO de l ho loge de l ha ula pou ait 
engendrer une modification de la préférence voire de la consommation de drogue comme la 

ta ph ta i e ou l al ool. Ensuite, effectuer une microdialyse sur 24h au niveau du striatum 

ventral, avant et après la présentation de la drogue, nous renseignerait sur l i pa t de ce KO sur la 

libération dopaminergique de la VTA. Cela pe ett ait d lu ide  le ôle de l ho loge de l ha ula 
su  l a ti it  th i ue de la VTA. E fi , il a d jà t  d o t  u e h pe a ti it  de l ha ula 
lorsque les animaux sont exposés à des drogues (cocaïne, alcool ; Kowski et al., 2009; Maroteaux & 

Mameli, 2012; Meye et al., 2015; Neumann et al., 2015; Fu et al., 2017). Il serait donc intéressant 

d alue  l a ti it  le t i ue de l ha ula pa  des e egist e e ts le t oph siologi ues lorsque 

l ho loge est alt e et si elle est modulée en fonction du moment de la journée. 

L ha ula est u e st u tu e l  i pliquée dans le système monoaminergique, le système de la 

récompense et le système circadien. Leurs dysfonctionnements occasionnent notamment des 

aladies ps hiat i ues o e la d p essio  ou l addi tio . Mieu  o p e d e le fo tio e e t 
de l ho loge da s l ha ula constitue un enjeu important dans la compréhension de son intrication 

dans ces différents systèmes  et des pathologies qui peuvent y être associées. 
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Annexe 

En annexe a été ajouté, le protocole de bioluminescence que nous avons publié chez bio-protocole. Il 

e e se les p oduits, les outils et les solutio s ue l o  a utilis  lo s de la i odisse tio  des 
échantillons. Ici, la technique utilisant la at i e est d taill e et o  pas le i ato e ue j ai utilis  
pour ces travaux de thèse. 
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Abstract 

In circadian research, it is essential to be able to track a biological rhythm for several days with the 

minimum perturbation for the organisms or tissues. The use of transgenic mice lines, in which the 

luciferase reporter is coupled to a molecular clock protein (here PERIOD2), gives us the opportunity 

to follow the circadian activity in different tissues or even single clock cells for days without 

manipulation. This method creates sections using a mouse brain matrix, which allows us to obtain 

several brain samples quickly at a single time point. 

Keywords:Bioluminescence, Per2::Luciferase, Brain, Mouse matrix, Tissue culture, Rhythm, Circadian 

Background 

Circadian rhythms are behavioral or molecular changes that follow roughly 24 h-cycles and are 

sustained without any external cue. In mammals, locomotor activity, body temperature and hormone 

release are examples of circadian rhythms which are under the control of the suprachiasmatic 

nucleus (SCN) clock located in the hypothalamus. The ability of the SCN cells to keep an endogenous 

rhythm is due to a molecular machinery composed by the positive and negative loops of the 

expression of clock genes: firstly, CLOCK and BMAL1 proteins heterodimerize to activate the 

transcription of different genes through E-box sites on the promoter which is on genes like period 

(Per1-3) and cryptochrome (Cry1-2; Takahashi et al., 2008). Then, the proteins of PERIOD and 

CRYPTOCHROME heterodimerize and enter back to the nucleus to prevent BMAL1 binding to the E-

Box. Hence, PERIOD and CRYPTOCHROME inhibit their own transcription (Takahashi et al., 2008). A 

second loop is made by retinoid-related orphan receptors (ROR) and Rev-Erb: the ROR proteins 

activate Bmal1 gene while REV-ERB proteins inhibit it via ROR-response element in the Bmal1 

promoter. All this mechanism oscillates within a 24h-period (Takahashi et al., 2008). 

In circadian research, it is important to follow rhythmic activity in the whole organism or tissues 

around the 24 h. For that, it is necessary to get tissues or samples at different time points to model 

the oscillations of gene, protein expression or hormonal release. However, these methods require 

more than one animal per time point, and therefore it requires a lot of animals to get a complete and 

significant circadian oscillation. 

In 2000, Yamazaki et al., created a transgenic rat line to solve this problem. They inserted a vector 

containing the luciferase gene from the firefly under the control of Per1 promoter. Si e the s, the 
luciferase has been used as ATP, gene or protein reporter. This 61-kDa enzyme has the particularity 

to release photon by oxidation of its substrate and in the presence of ATP, Mg2+ and oxygen (Gould 

and Subramani, 1988). The beetle luciferase has the advantage to be a single protein with no post-
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translational modification; its catalytic area is ready-to-use after its translation and minimal auto-

fluorescence throughout recording (Bioluminescent Reporters). 

Although Per1-luciferase rat is an advance in circadian field, it does not allow us to follow the 

endogenous clock gene expression, but rather the endogenous activity of the heterodimer CLOCK-

BMAL1. In 2004, Takahashi lab created the transgenic mouse line in which the open reading frame 

(ORF) of the luciferase is fused to the end of the Per2 gene (Yoo et al., 2004). All cells expressing the 

PER2 protein are also able to produce yellow-green light (~560 nm) in the absence of external light 

source if they have access to the luciferin: the consumable substrate. The bioluminescence produced 

by these cells permits to follow the circadian clock activity of the same individual for several days, 

and even weeks. 

The principal aim of this technique is to dissect the brain region of interest of several animals at a 

single time point. For that, we used a mouse brain matrix that requires less tissue preparation and 

slices faster than a vibratome. However, the disadvantage of this technique is the loss of thickness 

precision (~500 µm). The vibratome cuts thinner and more precise tissue slices, but all the related 

procedure requires time. The advantage of the use of the matrix is to have few steps to work rapidly 

on the area of interest. 

Materials and Reagents 

1. Gloves 

2. Carbon steel scalpel N°24 (Swann-Morton, catalog number: 0211) 

3. Double edge stainless steel razor blade (Electron Microscopy Sciences, catalog number: 

72000) 

4. NuncTM cell culture/Petri dishes (35 mm, Thermo Fisher Scientific, catalog number: 150318) 

5. 10 ml syringe (Terumo Medical, catalog number: SS-10ES) 

6. Corning® vacuum filter system 500 ml, sterile, pore size: 0.22 µm (Corning, catalog number: 

431097) 

7. Sterile sampling pot: aseptic 40 ml polypropylene straight container with screw cap 

(Dominique DUTSCHER, Corning GOSSELINTM, catalog number: 688252) 

8. Falcon Corning® 15ml PP Centrifuge Tubes (Corning, catalog number: 430791) 

9. Falcon Corning® 50ml PP Centrifuge Tubes (Corning, catalog number: 430829) 

10. FisherbrandTMSureOneTM 0.1-10 µl aerosol barrier pipette tips (Thermo Fisher Scientific, 

catalog number: 11903466) 

11. FisherbrandTMSureOneTM 20-200 µl aerosol barrier pipette tips (Thermo Fisher Scientific, 

catalog number: 11963466) 

12. FisherbrandTMSureOneTM 100-1000 µl aerosol barrier pipette tips (Thermo Fisher Scientific, 

catalog number: 11973466) 

13. Costar® 5 ml Stripette® serological pipets, sterile (Corning, catalog number: 4487) 

14. Costar® 10 ml Stripette® serological pipets, sterile (Corning, catalog number: 4488) 

15. Costar® 25 ml Stripette® serological pipets, sterile (Corning, catalog number: 4489) 

16. Axygen® 0.2ml Thin Wall PCR Tubes with Flat Cap (Corning, catalog number: PCR-02-C) 

https://www.promega.jp/resources/product-guides-and-selectors/protocols-and-applications-guide/bioluminescent-reporters/
https://www.swann-morton.com/product/46.php
https://www.emsdiasum.com/microscopy/products/preparation/blades.aspx#72000
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/150318?SID=srch-hj-150318
https://www.terumotmp.com/ProductDetails.aspx?categoryId=1&productId=208
https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2c/DK/en/Cell-Culture/Filtration/Vacuum-Filters/Vacuum-Filtration-Systems/p/431097
https://www.dutscher.com/frontoffice/reference/688252
https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2c/US/en/Liquid-Handling/Tubes%2C-Liquid-Handling/Centrifuge-Tubes/Corning%C2%AE-15mL-Centrifuge-Tubes/p/430791?clear=true
https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2c/DK/en/Liquid-Handling/Tubes%2C-Liquid-Handling/Centrifuge-Tubes/Corning%C2%AE-50mL-Centrifuge-Tubes/p/430829
https://www.fishersci.fr/shop/products/fisherbrand-sureone-aerosol-barrier-pipette-tips-14/p-161515
https://www.fishersci.fr/shop/products/fisherbrand-sureone-aerosol-barrier-pipette-tips-14/p-161515
https://www.fishersci.fr/shop/products/fisherbrand-sureone-aerosol-barrier-pipette-tips-14/p-161515
https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2c/DK/en/Liquid-Handling/Pipets/Serological-Pipets/Stripette%E2%84%A2-Serological-Pipets/p/4487
https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2c/DK/en/Liquid-Handling/Pipets/Serological-Pipets/Stripette%E2%84%A2-Serological-Pipets/p/4488
https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2c/DK/en/Liquid-Handling/Pipets/Serological-Pipets/Stripette%E2%84%A2-Serological-Pipets/p/4489
https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2c/DK/en/Genomics-%26-Molecular-Biology/PCR-Consumables/PCR-Tubes-and-Strip-Tubes/Axygen%C2%AE-PCR-Tubes-and-Caps/p/PCR-02-C
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17. Axygen® 0.6ml Maxy Clear SnaplockMicrocentrifuge Tube (Corning, catalog number: MCT-

060-C) 

18. Millicell® cell culture insert (Merck, catalog number: PICMORG50) 

19. Per2::Luciferase homozygote knock-in (KI) Musmusculus (Per2
tm1Jt) 

Note: Mice were initially from Jackson Laboratories. Generally, we used young-adult (2-6 

months old) mice, males as well as females, from our own breeding colony (Chronobiotron 

platform, UMS-3415 in Strasbourg). Aside from specific protocols, mice were housed in 

groups of 3 or 4 individuals with food and water available ad libitum in light-proof ventilated 

rooms, under 12h white light and 12h dim red light (<5 lux at cage level) cycle (LD12:12; lights 

on at 7:00 A.M.). 

20. Antibiotic (penicillin-streptomycin 10,000 U/ml; 10,000 mg/ml, Sigma-Aldrich, catalog 

number: P4333) stored at -20 °C 

21. B27 (Thermo Fisher Scientific, GibcoTM,catalog number: 17504044) stored at -20 °C 

22. Ha k s ala ed salt solutio  ith ed phe ol HBSS; , Sig a-Aldrich, catalog number: 

H1641) stored at room temperature 

23. HEPES (Sigma-Aldrich, catalog number:H0887) stored at 4 °C 

24. Sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich, catalog number: S8761) stored at 4°C 

25. Bactericide/fungicide: ANIOSYME DD1 (Laboratoires ANIOS, Lille-Hellemmes, France) 

26. Commercial chlorine in tablets to make 10x bleach 

27. Dulbecco's modified Eagle's medium 10x (DMEM) with low glucose without red phenol 

(Sigma-Aldrich, catalog number: D2902) stored at 4°C 

28. D (+)Glucose (Sigma-Aldrich, catalog number: G7021), stored at room temperature 

29. Beetle luciferin (Promega, catalog number:E1602), stored at -80°C 

30. High vacuum grease (Dow corning®, Wiesbaden, Germany), stored at room temperature 

31. MilliQ Water 

32. EtOH 70% 

33. 0.1 M luciferin (see Recipes), stored at -20 °C 

34. HBSS 1x (see Recipes), stored at 4 °C 

35. DMEM 1x (see Recipes), stored at 4 °C 

36. Cleaning solution for tools (see Recipes) 

Equipment 

Note: All items without reference can be ordered from any qualified company. 

1. Stainless steel mouse brain matrix (Adult Mouse Brain Slicer Matrix, Zivic Instruments, 

catalog number: BSMAS005-1) 

Note: Other brain matrixes (for hamsters or rats) exist. 

2. Stainless steel tweezers, fine tips, straight  

Note: To have a better sight of the dissection tools, see Figure1. 

https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2c/DK/en/General-Labware/Tubes/Microcentrifuge-Tubes/Axygen%C2%AE-MaxyClear-SnapLock-Microcentrifuge-Tubes/p/MCT-060-C
https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2c/DK/en/General-Labware/Tubes/Microcentrifuge-Tubes/Axygen%C2%AE-MaxyClear-SnapLock-Microcentrifuge-Tubes/p/MCT-060-C
http://www.emdmillipore.com/US/en/product/Millicell-Cell-Culture-Insert-30nbspmm-hydrophilic-PTFE-0.4nbspm,MM_NF-PICM0RG50
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p4333?lang=en&region=US
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/17504044
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/h1641?lang=en&region=US
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/h0887?lang=en&region=US
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/s8761?lang=en&region=US
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/d2902?lang=en&region=US
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/g7021?lang=en&region=US
https://www.promega.com/products/biochemicals-and-labware/biochemical-buffers-and-reagents/beetle-luciferin_-potassium-salt/?catNum=E1602
http://www.zivicinstruments.com/brain-slicer-matrix-mouse-brain-adult-500micron-coronal-brain-slices-section-stainless-steel.html
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Figure 22. Surgery instruments used during the protocol. 1) Carbon steel scalpel N°24. 2) Double 

edge stainless steel razor blade. 3) Stainless steel mouse brain matrix. 4-5) Stainless steel tweezers, 

fine tips, straight. 6) Friedman bone rongeur. 7) Curved Scissors, fine tips. 8) Stainless steel operating 

scissors, straight. 

3. Stainless steel operating scissors, straight 

4. Curved Scissors, fine tips 

5. Friedman bone rongeur 

6. Vacuum pump (KNF, catalog number: N86KN.18) 

7. Red light lamp (around 620-650 nm) 

8. Fiber optic light source (SCHOTT, catalog number: KL 1500LCD) 

9. Stereo Microscope (Nikon, catalog number: 536087) 

10. Sterilized BRAND® Petri dish, glass, size 100 mm x 15 mm (BRAND, catalog number: 455742) 

11. 1 L sterilized bottle 

12. 500 ml sterilized bottle 

13. 100 ml sterilized measuring cylinder 

14. 1 L sterilized measuring cylinder 

15. 1 L sterilized beaker 

16. Magnet 

17. Magnetic plate (size: big enough for 1 L beaker; strength: enough to dissolve powder into a 

liquid) 

18. P10 pipetman® classic (Gilson, catalog number: F144802) 

19. P20 pipetman® classic (Gilson, catalog number: F123600) 

20. P200 pipetman® classic (Gilson, catalog number: F123601) 

https://www.knf.com/fileadmin/user_upload/PDF/CORE_EN/Data_sheets/LAB/Diaphragm_pumps/Data_Sheet_N86KN-18__E210.pdf
https://www.schott.com/d/lightingimaging/4ba4080c-2683-479d-90a1-a37972a662dd/1.0/kl1500lcd_en.pdf
https://catalog.brand.de/index.php?encrypt=0&ID_O_TREE_GROUP=426&ID_O_PRODUCT=3828&sLanguage=English&begin=&start_infoblock=1
http://www.gilson.com/Pipette/Products/47.221/Default.aspx?d=358#.WwdoMKjwaUk
http://www.gilson.com/Pipette/Products/47.221/Default.aspx?d=358#.WwdoMKjwaUk
http://www.gilson.com/Pipette/Products/47.221/Default.aspx?d=358#.WwdoMKjwaUk
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21. P1000 pipetman® classic (Gilson, catalog number: F123602) 

22. Pipetboy acu 2 (INTEGRA Biosciences, catalog number: 155019) 

23. Milli-Q® water system 

24. Ice maker 

25. Fridge (4°C) 

26. Fume hood (horizontal flow) 

27. Fume hood (vertical flow) 

28. Autoclave 

29. Photo-counting apparatus as LumiCycle 32 (Actimetrics, Wilmette, IL, USA) inside 36.5°C 

incubator 

30. 37°C incubator 

Note: Petri dishes will be sealed. We do not need 5% CO2; an incubator that keeps only medium or dishes at 

37 °C is enough. 

Software 

1. LumiCycle Analysis for data extraction 

2. Table software like Microsoft Office Excel for data extraction 

3. SigmaPlot for statistics 

4. GraphPad for graphs 

Procedure 

Before the experiment 

1. Prepare antibiotic and B27 aliquots, and keep them at -20°CErreur ! Pas de séquence 

spécifié.. Prepare 1 mM of luciferin (see Recipes).  

Note: The aliquots should avoid repeat freeze/thaw cycles, optimally less than 5 times. 

2. Classify your animals according to their genotype to select homozygote knock-in (KI) mice for 

the transgene Per2::Luc; keep in mind that the heterogeneous KI/+ should have the half of 

the signal due to the presence of only one allele. 

Note: Probes that we used for PCR genotyping are the same as that described in Yoo et al., (2004). 

3. Prepare HBSS 1x and DMEM 1x under a clean fume hood (see Recipes). 

Note: Fresh HBSS 1x and DMEM 1x can be prepared on the day of experiment,but HBSS has to be cold 

enough. 

  

http://www.gilson.com/Pipette/Products/47.221/Default.aspx?d=358#.WwdoMKjwaUk
https://www.integra-biosciences.com/united-states/en/pipette-controller/pipetboy-acu-2
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On the day of the experiment 

1. Preparation 

a. Prepare the DMEM medium ready-to-use by adding B27, antibiotics and luciferin (see 

Recipes). 

Note: It is not necessary to filter the medium again. 

b. Prepare sampling pot, for each animal, filled with HBSS 1x enough for the brain to bathe 

(around 10ml). 

c. Prepare culture dishes as many as samples. Number them on the cover side. Put 1 ml of 

ready-to-use DMEM in each and cover the top with vacuum grease. The grease avoids 

the medium to evaporate at 37°C: the samples will not dry and the apparatus will stay 

dry. Put the cover gently on its Petri dish and keep them at 37°C in the incubator. 

Notes: 

i. Avoid red/pink ink. To open the LumiCycle and put the samples inside, it must be done under 

red light. 

ii. To easily cover the top, first fill a 10 ml syringe with the grease (see Video 1). 

 

 

Video 1. Petri dish sealing. This video shows how we use a syringe to seal Petri dishes cleanly. 

d. Clean the fume hood (horizontal flow) and all the equipment inside (stereomicroscope, 

lamp) with 70% EtOH. Clean the brain matrix and all the forceps with 70% EtOH and let 

them dry under the clean fume hood. Cover the brain matrix with aluminum paper and 

keep it at 4°C at least 1h before to cool it down. 

Note: It is also possible to put the matrix in the freezer to cool it faster but do not let it inside too much time. If 

the matrix is too cold, the brain will stick on it. If it happens, put some drops of HBSS medium on the brain and 

the matrix to take off the slices. 

 

https://bio-protocol.org/video/2917/2917-1.mp4
https://bio-protocol.org/video/2917/2917-1.mp4
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2. Sampling 

a. Kill the mouse by cervical dislocation.  

b. Then, obtain the brain quickly and keep it in HBSS 1x on ice/or in the fridge until 

dissection.  

c. To avoid degradation of the tissue (if all the procedure reaches more than ~1h), we 

recommend starting with the sacrifice of one or two animals at once. 

Notes:  

i. This sacrifice method is performed in accordance with the rules of the French National Law 

and the European Committee Council Directive of September 22, 2010 (2010/63/UE). 

ii. We do not use sedation. You can use other method of sacrifice that allows you to obtain 

quickly the brain.  

iii. If you need more than one sample, be careful at what time you are sampling. It is important to 

sampling at the same moment, or to check if sampling at different moment of the day is not 

affecting your data. 

iv. We generally spent less than 1 min per animal to extract the brain after its death. 

 

3. Dissection 

a. Put the brain inside the matrix and slice it in a single act with the razor blade (around 500 

µm of thickness). To place the brain upside down could be a solution to find anatomical 

landmarks as the optic chiasma, and find the location of the slice containing the area of 

interest with the help of a brain atlas (see Figure 2). It is also possible to section the 

whole brain (see Video 2) and, afterward select the slice where your structure of interest 

is. 

Note: We generally spent less than 2 min to slice the whole brain. 

 

 

Figure 23. Upside down mouse brain in the matrix. The optic 

chiasma pointed with the arrow can be used as an anatomical 

landmark. 

 

https://bio-protocol.org/video/2917/2917-2.mp4
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Video 2. Brain slicing with the mouse matrix 

b. Microdissection is done under the stereomicroscope in cold HBSS, in the glass and 

sterilized Petri dish. Try to minimize the sample to fit in 1 mm2: in this way, tissue will 

have access to all the nutrients needed easily, and avoid necrosis. 

Notes:  

i. It is also possible to use plastic culture dish, but after one or two microdissections, the scalpel 

leaves marks on it while it does not on glass. Also, glass Petri dish can be used again after 

sterilization. 

ii. We usually use forceps to maintain the sample and scalpel to cut a square containing the 

structure of interest. However, it is important to microdissect only the area of interest if 

adjacent areas also oscillate. For example, the SCN fits in a square without any problem, while 

another brain structure of our interest, the habenula, needs to have all the other tissues 

around it removed.  

iii. We generally spent between 3-5 min to microdissect according to the difficulty of the area of 

interest. If you have many brains, one person can slice the brain with the matrix while the 

second one is microdissecting to accelerate the experiment.  

c. Pick up the culture dish inside the incubator corresponding to the sample and put the cell 

culture insert (Millicell®) on the medium. It should not have any bubbles under it. If this is 

the case, take it out and put it back. Place your sample on the top of it with your forceps 

or by recovering your sample with your 1,000 µl pipette. Remove the remained HBSS1x 

on the top of the culture insert (see Video 3). 

 

https://bio-protocol.org/video/2917/2917-3.mp4
https://bio-protocol.org/video/2917/2917-2.mp4
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Video 3. Sample dropping on the Millicell® culture insert 

 

d. Return the sample into the incubator until you collect all of them. 

Note: We generally spent less than 5 min to place the sample on the insert and to return the petri dish 

inside the incubator. 

 

4. LumiCycle 

a. At the end, put your samples in a photon-counting luminometer as the LumiCycle. You 

will need to be in dim red light and in low intensity to avoid the light (mostly green-

yellow light) altering sensitive photomultipliers inside. The LumiCycle 32, as its name 

says, allows you to have 32 samples inside. You can turn on them at once or at several 

times. 

b. We usually record our sample 3 times in one hour by setting 112 sec of recording per 

sample. 

c. After 7 days, you will need to change your medium if you want to keep the sample on 

recording. 

Note: It depe ds o  ou  sa ple the size, its o su ptio  of lu ife i …  a d ou  e pe i e t s hedule. You  

need to check your sample oscillations and change them when they are low. 

5. Cleaning 

a. To make sure that no bacteria or fungi will grow in medium used for dissection or 

culture, we add 10x bleach into it until the liquid becomes clear before throwing away. 

b. Place all the forceps used and the brain matrix in the cleaning solution for 20 min 

minimum. They need to be fully dipped or at least the part that was in contact with the 

tissues. Wash the equipment under tap water and dry them. Be careful; the solution is 

toxic; therefore, do not discard it in the sink. 

Note: We usually let the tools in the cleaning solution overnight. Avoid bleach as it will harm your equipment. 

c. Clean the fume hood (horizontal flow) and all the equipment inside (stereo microscope, 

lamp) with 70% EtOH. 

https://bio-protocol.org/video/2917/2917-3.mp4
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Data analysis 

1. LumiCycle Analysis 

Note:You will be able to copy the recording file(s) at every moment of the experiment even if the LumiCycle is 

still recording. 

We use the LumiCycle analysis which fits a mathematical model for the extraction of the oscillation 

characteristics (period, amplitude, acrophase). You can calculate manually, but the software is quite 

accurate with less effort. 

First, we subtract the baseline of our oscillations with 24h-running average. In the end, we obtain a 

sinusoid curve which oscillates around the 0 of the y-axis which can be associated to different 

mathematical models. The smoothing of the data helps for a best fitting between the experimental 

and theoretical oscillations. 

Then, we use the LM fit da pe ed  odel which fits best to our oscillation. It takes the dampening 

into account and gives us a proper fit (goodness), meaning that 100% is a perfect fitting of your 

model on your data (LumiCycle software, Actimetrics). From the mathematical model, the software 

calculates the period and the first peak amplitude (by selecting the relative T0) of the selected time 

i do  of the os illatio . U like the LM fit , periodogram model calculates the mean of the period 

and amplitude of the oscillation along time. We also measure the acrophase, the time when the peak 

occurs, with the help of the yellow slider which gives us the time at its position. Refer to Video 4 for 

the detailed procedures.  

Note: We usually skip the first hours of recording due to the huge peak of bioluminescence at the beginning 

(artifact). We recommend doing this analysis on at least 3-days oscillations. 

 

Video4. Data analysis step by step with the LumiCycle Analysis software. This video shows how to 

use the data file given by the LumiCycle, how to analyse the data with the software tools and how to 

extract the data on Excel software to have a look into the oscillation. 

Then, we export oscillation data (raw or baseline subtracted) as .csv file which can be opened by a table 

software. This allows us to recreate the oscillation using the graph software desired (see Figure 3). 

https://bio-protocol.org/video/2917/2917-4.mp4
https://bio-protocol.org/video/2917/2917-4.mp4


 

Copyright © 2018 The Authors; exclusive licensee Bio-protocol LLC.  126 

Vol8, Iss13, July 05, 2018 

DOI: 10.21769/BioProtoc.2917 

 

ioProtoc.2917 

 

 

www.bio-protocol.org/ e2917 

Figure 24. Example of an oscillation of habenula sample from a Per2::Luciferase transgenic mouse. 

After 3 days (first arrow), the sample was removed from the LumiCycle for another experiment and it 

was put back with a new and fresh culture medium (second arrow). The last arrow indicates that the 

sample is dying after the last medium change (around 10.5 days). 

2. Exclusion 

The LM fit da pe ed  odel offe s a p ope  fit good ess . A th eshold should be defined by the 

user under which the oscillation is considered to be arrhythmic. However, the sample cannot be 

excluded. 

When no rhythm is observed and the data is like flat, there are two possibilities: cells are 

desynchronized (at the tissue level, the rhythm disappears) or the sample is dead. When a sample is 

dead, the data values of bioluminescence have to be in the range of the noise of the apparatus. The 

noise can be obtained by putting just the medium without any sample in the LumiCycle for each 

photomultiplicator. 

Note: We usually placed the threshold at 70% for habenula samples. You need to verify each time how your 

data fits the model. 
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Notes 

Troubleshooting steps 

Problems Causes Solution 

Flat recording dry sample Put more grease on the cover of the petri 

dish 

contamination Redo fresh DMEM 1x ready-to-use. Intensive 

deep cleaning of the fume hood(s), or even of 

the entire culture room should be 

considered. 

dead sample Sample again 

arrhythmic sample - Try thicker samples. Perhaps more cells are 

required to record a proper oscillation. 

- Try to microdissect only your area of 

interest. Perhaps other structures near of it 

oscillate in an anti-phase manner. 

- You sample is too heterogeneous. Try to 

divide it. You can also change the medium or 

add 10 µM of forskolin which both act as 

synchronizator. 

Data extraction: 

the data does not 

separate 

automatically in 

column 

your software 

writes decimal 

separator with 

comma instead of 

point 

Change the configuration of your computer. 

 

Recipes 

1. 0.1 M luciferin 

Note: In this protocol, we used 0.1 mM luciferin. Too high concentration is toxic. Other protocols can 

be used for different concentrations of luciferin but they should not exceed 1mM. Be aware that 

different concentrations of luciferin will lead to different results. For detailed information, refer to 

Feeney et al. (2016). 

a. Add 1.57 ml of MilliQ water directly in the luciferin jar (50 mg). 

b. Prepare aliquots of it and store them at -20°C in light proof container. 

2. HBSS 1x (for 1L) 

a. Add all the component in a sterilized beaker under a clean fume hood (use sterilized 

materials/equipment only): 

100 ml of HBSS 10x 
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4.7 ml of sodium bicarbonate 

10 ml of HEPES 

10 ml of antibiotics 

Complete with sterile MilliQ water 

b. Keep it cold in 1L sterilized bottle in the fridge. You can use it up to 4-5 months if it is still 

clear/clean 

3. DMEM 1x (for 1L) 

a. Add all the components in a sterilized beaker under a clean fume hood (use sterilized 

materials/equipment only): 

10 g of DMEM 10x (all the powder of the jar) 

4.7 ml of sodium bicarbonate 

10 ml of HEPES 

1.5 ml of antibiotics 

3.5 g of D (+) glucose 

500 ml of sterile MilliQ water 

b. Homogenize until the powder is fully dissolved by using a clean magnet and complete it 

with sterile MilliQ water 

c. Filtrate (0.22 μm, sterile) and store it in at least 2 sterilized 500ml bottles. We use them 

up in 4 months since the bottle is opened if the medium remains clear/clean; 2 bottles 

will be available for 8 months 

d. On the experiment day, for each sample, prepare 1 ml of DMEM 1x and add 20 µl of B27, 

1 µl of antibiotics and 1 µl of luciferin (stock solution 0.1 M) just before use. Keep it at 

37°C in a light proof place 

Note: We usually prepare 1 ml extra. For 7 samples, prepare 8 ml in a Falcon tube. 

4. Cleaning solution 

25 ml of ANIOSYME DD1 in 5 L of tap water 
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Résumé  

L'habénula (Hb) est une petite st u tu e ale i pli u e da s le o t ôle des o oa i es do t l ho loge 

i adie e est peu a a t is e. Ces t a au  o t pe is de p ou e  ue l H  e p i ait des g es ho loges e  

o ditio  o sta te et u u e d fi ie e da s es g es alt ait so  ho loge. De plus, l H  poss de u e 
ho loge o uste ui os ille e  i o sa s l e t aî e e t du o au sup a hias ati ue SCN  et e e  

p se e de lu i e o sta te ui affe te l a ti it  lo o ot i e et di i ue l a plitude des os illatio s du 

SCN. Cependant, les os illateu s de l H  se et ou e t d s h o is s e  o s u it  o sta te. E fi , ous 

avons mis en évidence de potentiels synchronisateurs : uat e ol ules affe te t l ho loge da s l H  
(dopamine, noradrénaline, vasopressine et orexine). Cette cara t isatio  de l H  pou a a e e  da s le 

futur à mieux comprendre son implication dans des maladies psychiatriques mêlant rythmes et monoamines 

o e la d p essio  ou l addi tio . 

Habénula ; rythme circadien ; bioluminescence ; horloge ; souris 

 

 

 

Résumé en anglais  

The habenula (Hb) is a key nucleus for monoamine control with circadian properties. However, its clockwork 

is not fully characterized. In this thesis, we confirm that the Hb harbors a molecular circadian clock which can 

be disrupted by mutations of clock genes. Furthermore, we showed that the Hb clock was still rhythmic even 

without the suprachiasmatic nucleus (SCN) or in constant light condition which disrupts locomotor activity 

rhythms and SCN oscillations. However, Hb oscillators (in the caudal and rostral part) are uncoupled in 

constant darkness condition. In the last part of the study, we determined the potential internal 

synchronizators. The results indicated that at least four molecules (dopamine, noradrenaline, vasopressin and 

orexin) affect the Hb circadian properties (period, amplitude). The characterization of the Hb clock will give us 

a better understanding of its involvement in psychiatric diseases combining rhythms and monoamine 

alteration like depression or addiction. 

Habenula; circadian rhythms; bioluminescence; clock; mouse 
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