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AVANT-PROPOS 

 

Je commence la rédaction de cette thèse, le 20 mars 2020, exactement une semaine après 
que la France entière soit confinée à cause de la crise sanitaire Covid-19. Les jours se suivent 
dans mon petit appartement, assise jour comme nuit devant l’écran de mon ordinateur. Je 
commence à perdre la notion du temps, je n’arrête pas de grignoter, je suis fatiguée, comme si 
mon corps avait perdu ses repères chronologiques. Mes rythmes biologiques sont-ils déréglés ? 
Je me pose la question. L’ironie du destin, 4 ans après avoir débuté ce travail de recherche sur 
l’horloge biologique je me rends compte à quel point notre travail, jugé très fondamental et 
parfois loin de la réalité est proche de chacun d’entre nous. Apparu dans le Monde : « La crise 
du Covid-19 nous rappelle le caractère vital de la recherche scientifique et la nécessité d'investir 
massivement pour le long terme ». Cette pandémie montre que l'effort scientifique est essentiel 
pour répondre rapidement à une crise sanitaire émergente. Mais il l'est tout autant pour répondre 
aux crises environnementales, climatiques ou sociales dont les conséquences pèsent de plus en 
plus sur nos sociétés. Nous vivons aujourd’hui dans des sociétés où la vie nous a conduits à 
nous emparer du monde pour le façonner selon nos désirs. Avec l’introduction des lumières 
artificielles, la révolution digitale, les commerces ouverts 24h/24h tout est à portée de mains 
quelle que soit l’heure et participe à bousculer nos rythmes naturels. Toutes les bonnes 
habitudes, comme se coucher à une heure raisonnable, éteindre les écrans le soir, ou bien 
manger à des heures fixes sont considérées aujourd’hui comme « old-fashioned ». Et cela a un 
coût sur notre santé physique et mentale.  

L’évolution nous a permis de nous adapter aux variations journalières prévisibles qui 
nous entourent (intensité lumineuse, température…) en calant nos fonctionnements internes sur 
les modifications de notre environnement. Concrètement, presque toutes les fonctions de 
l’organisme sont soumises au rythme « circadien », pour exprimer le fait qu’il se manifeste 
sur une période proche de 24 heures tels que les rythmes bien connus de température corporelle, 
de certaines hormones (mélatonine, cortisol, etc.) ou l’alternance veille/sommeil. Ces rythmes 
sont pour nous une évidence, nous ne pensons à leur existence que lorsqu'ils sont perturbés ! 
La rythmicité circadienne est une composante essentielle de l’adaptation des êtres vivants sur 
le cycle jour-nuit de 24 heures. Quand ces rythmes sont dérèglés, principalement à cause de 
notre mode de vie inadapté au cycle jour-nuit terrestre, les effets sur la santé sont parfois 
graves : insomnie, fatigue, troubles de l’humeur, obésité et cancer… 

Mes rythmes biologiques sont-ils déréglés ? probablement oui ! Ainsi que ceux des 
pompiers, chauffeurs routiers, des policiers, des infirmiers, travailleurs de nuit, des addicts aux 
jeux vidéo... La question essentielle qui surgit aujourd’hui est celle de savoir si de nouvelles 
recherches et technologies peuvent nous aider à remédier à la déconnexion entre le cycle jour-
nuit du corps et les rythmes de la vie moderne. Pour répondre à cette question, nous devons 
d'abord faire face à des défis de manque de connaissances sur certains aspects du 
fonctionnement de l’horloge biologique.  
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RESUME 

 

Les travaux de ma thèse montrent la possibilité d’observer, pour la première fois, 

l’activité des réseaux cellulaires au sein du Noyau Suprachiasmatiques (NSC) de 

l’hypothalamus au plus profond du cerveau de souris éveillées et non-contraintes, sans 

stress ni douleur. Nous utilisons ici un microscope de fluorescence miniaturisé au point de 

pouvoir être fixé directement sur la tête d'une souris, et ainsi permettre de procéder à des 

enregistrements optiques in vivo. Cette première approche d’imagerie cellulaire 

longitudinale des neurones horloges in vivo révèle des nouvelles caractéristiques du 

fonctionnement de l’horloge chez la souris adulte en conditions physiologique et 

perturbées simulant des situations de dérégulation circadienne.  

 

Nous avons étudié les différentes dynamiques calciques du NSC au niveau cellulaire. Les 

cellules du NSC au sein du réseau natif in vivo présentent des variations lentes du (Ca2+) 

cytosolique (ou « CCR » pour Circadian Calcium Rhythm), sur plusieurs cycles jour-nuit. 

Ces variations lentes sont coordonnées, persistent en condition de libre-cours et sont 

robustes faces aux perturbations environnementale (Jetlag) et génétique (Souris Cry-/-). 

De plus, ce travail met en évidence l’existence de transitoires calciques rapides au sein des 

NSC de la souris adulte. Les variations rapides du Ca2+ cytosolique sont, elles aussi, 

régulées de façon journalière, coordonnées au sein du même animal et robuste face aux 

perturbations. De façon très intéressante, les cellules présentent des transitoires 

synchrones et forment des clusters d’activité. Le clustering est une propriété émérgente 

du NSC et se produit tout au long du cycle jour-nuit. Un codage spatio-temporel calcique 

complexe au sein du NSC in vivo est donc possible.  

Le pacemaker circadien est doté d’une activité calcique cellulaire rapide imbriquée dans 

le « CCR », révélant une coordination intercellulaire sur plusieurs échelles de temps dans 

le NSC in vivo. 

 

Mots clés   

Rythmes circadiens, noyaux suprachiasmatiques, réseaux neuronaux, imagerie in vivo, activité 
calcique, Jetlag, souris. 
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I.1 / Introduction générale 

I.1.A / Physiologie en harmonie avec la nature ? 

 

Une expédition de chasse fructueuse, l’évitement des prédateurs ainsi que la protection 

des petits et leur éducation sont des déterminants clés pour la survie d’une espèce. Au fil du 

temps, les êtres vivants ont évolué pour être actifs (ou même inactifs) à des moments particuliers 

du jour et de la nuit, pour assurer leurs besoins. Un bon « timing » est un attribut crucial dans 

la nature. Être au bon moment au bon endroit augmente la chance de survie. Aussi cruciale et 

générale que puisse être cette déclaration, ses principes sont partout dans la nature. Les abeilles, 

par exemple, augmentent leur chance de survie lorsqu'elles sont "conscientes" du moment où 

leurs fleurs préférées s’ouvrent pour donner accès à leur nectar (Bloch et al., 2017). Les zèbres 

du parc national de Hwange le font à leur tour lorsqu’ils migrent quotidiennement de leur 

endroit préféré que leurs prédateurs pourraient partager en même temps (Courbin et al., 2019). 

Par conséquent, le maintien des activités fondamentales de la vie en fonction du temps est un 

défi commun pour tous les organismes. Pour les êtres humains, un bon timing est en outre 

exprimé en termes de vertus sociales (Rappaport, 2002)*. Un bon timing s'agit, par exemple, 

de la ponctualité et des obligations qui représentent le maintien de notre fiabilité, comme 

l’exactitude des échéances des projets de travail ou le transfert mensuel du salaire. Ces derniers 

exemples montrent que les aspects de la survie ne sont pas nécessairement et immédiatement 

évidents dans les comportements. Ce qu’ils montrent, cependant, c’est que tout dans la nature 

a son temps.  

Le dénominateur commun dans les exemples que je viens de vous citer est la capacité 

d'un système temporel inné à suivre avec précision les processus temporels environnementaux 

qui se déroulent avec une fréquence prévisible. Ce système permet de structurer l’existence 

d’un organisme par la capacité à anticiper (prévoir) les variations temporelles externes, 

permettant ainsi de mettre en phase de nombreuses fonctions vitales (métaboliques ou 

comportementales) de l'organisme avec un moment propice du temps extérieur. Sous la pression 

de la sélection naturelle, la plupart des formes de vie, des cyanobactéries aux humains, se sont 

équipées d’horloges internes, i.e., des mécanismes cellulaires endogènes qui permettent de « 

suivre le temps » (Takahashi, 2017). Par analogie avec l’horloge fabriquée par l’Homme que 

nous utilisons pour respecter les délais sociaux, l’horloge interne organise la rythmicité des 

différentes fonctions biologiques de manière à ce qu’elles soient coordonnées et en accord avec 

la journée terrestre de 24 heures. Ce système endogène de mesure du temps adapté à la journée 
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terrestre s’appelle ainsi, le système « circadien ». Il est le résultat d’une complexe évolution 

de la vie au long de quelques milliards d’années et programme notre physiologie en harmonie 

avec la nature ! 

 

 

*La gestion individuelle du temps est alors, on le sait, tenue pour un important indice de la qualité morale. Il est 

inutile d’insister sur la nécessité sans cesse soulignée de ne pas gaspiller les heures et les jours. Chacun doit se 

consacrer entièrement à un travail permettant d’engager un processus d’accumulation, garant à un horizon plus 

ou moins lointain de l’indépendance. C’est ce que résume parfaitement Théodore Barrau récompensé par 

l’Académie en 1851 pour ses Conseils aux ouvriers : « L’ouvrier n’a pas d’autre capital que le temps, il n’est 

pas d’autres revenus que l’emploi de ce fameux temps. En le dissipant, il détruit sciemment ses propres 

ressources, il devient jusqu’à un certain point homicide de lui-même » (Rappaport S., 2002, Le temps de la 

vertu : vertu de la lenteur). 
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Chronobiologie

L’étude des rythmes biologiques et de leurs mécanismes.

Rythmes biologiques

Changements d'une variable biologique qui se répètent avec un profil similaire et à intervalle
systématique. Ils sont caractérisés par la période (durée pour compléter un cycle), par la valeur
autour de laquellese produit la variation rythmique, l’amplitude (mesure de l'ampleur de la
variabilité prévisible) et la phase (valeurs maximales et minimales par rapport à l'échelle de
temps correspondante ou emplacement dans le temps d'une valeur particulière du rythme).

Rythmes ultradiens

Rythmes physiologiques, métaboliques ou comportementaux endogènes dont la période est
inférieure à 20 h (Ex: rythme cardiaque).

Rythmes infradiens

Rythmes physiologiques, métaboliques ou comportementaux endogènes dont la période est
supérieure à 28 h (Ex: cycle ovarien).

Rythmes circadiens

Rythmes physiologiques, métaboliques ou comportementaux endogènes dont la période est
située entre 20-28 h qui persistent dans des conditions constantes de non-entraînement (Ex:
cycle veille-sommeil).

Système circadien

Le système biologique qui génère des rythmes proches de 24 h dans la physiologie cellulaire
et de l'organisme et les ajuste aux cycles environnementaux.

Entrainement

La synchronisation d'un rythme par un signal répétitif (Ex: la lumière).

Zeitgeber

Littéralement, “donneur de temps”. Tout signal qui agit sur l’horloge biologique comme une
indication de temps qui a la capacité d'avancer ou de retarder son rythme et ainsi entrainer et
synchroniser un rythme biologique.

Décalage de phase

Changement de l'horaire de la phase d'un rythme.

Chronotype

Tendance à préférer être du matin ou du soir pour la période active.

Libre-cours

Conditions constantes de l'environnement : obscurité constante (DD pour dark/dark) ou lumière
constante (LL pour light/light).

Temps circadien

Le passage du temps endogène (en conditions constantes) est décompté en temps circadien
(ou CT pour "circadian time") pour être distingué du passage du temps astronomique dit ZT
pour "Zeitgeber time" (ZT0 étant défini comme le moment de la transition nuit/jour).

Tableau 1 

: 

Termes employés dans l’étude des rythmes biologiques et leurs définitions.

nt av 
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I.1.B / Bref historique sur la découverte de l’horloge biologique circadienne 

On part randonner à la montagne, il est 10 h du matin on voit une magnifique fleur aux 

pétales de couleur jaune vibrant qui prend une teinte orangée, une belle journée d’été qui 

s’annonce. Au retour il fait presque nuit, la fleur ne rayonne plus ! (Figure 1). On ne se pose 

pas de question, un vécu qui nous parait tout à fait habituel. Le monde où nous vivons est un 

monde rythmique, celui de la succession des jours et des nuits et de la succession des saisons. 

L’univers semble générer des rythmes dès qu’il peut… Et le vivant n’échappe pas à la règle ! 

mais quelle est la nature de cette rythmicité ? Comment est-elle produite ?  Depuis l’Antiquité, 

les interrogations sur la notion du rythme n’ont cessé d’être au cœur des réflexions des 

philosophes, des artistes, des scientifiques qui ont essayé de construire une image cohérente du 

monde qui nous entoure. Dès 325 avant J.-C. le scribe Androsthènes avait noté que les feuilles 

de tamarinier (Tamarindus Indicus) n’occupaient pas la même position le jour et la nuit.  

Observer une fleur qui déploie ses pétales aux premiers rayons de soleil puis les referme 

à la tombée de la nuit peut sembler une évidence, mais remarquer que le rythme journalier du 

mouvement des feuilles d’une plante héliotrope (la sensitive : Mimosa pudica) persiste lorsque 

le rythme d’alternance jour/nuit est remplacé par une obscurité permanente l’est nettement 

moins (D’Ortous de Mairan, J.-J., 1729). Cette simple observation nous montre déjà le 

caractère endogène des rythmes journaliers appelés ainsi rythmes circadiens (circa = autour, 

diem = jour soit d’environ 24 heures). Les variations cycliques des comportements et de la 

physiologie des êtres vivants ne sont pas uniquement des réponses passives à leur 

environnement mais peuvent être générés de manière endogène. Bien que ces rythmes n’aient 

pas été reconnus comme les produits d’un mécanisme de mesure du temps, cette observation a 

été la première découverte d’un rythme circadien endogène.  

 

Figure 1 :  Rythme journalier des fleurs d’Arnica (Arnica montana).   

Cette fleur s’ouvre pendant la journée (à gauche) et se ferme la nuit (à droit).  

(D’après l’association à la croisée des chemins). 
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C’est au XXe siècle seulement que l’étude des rythmes biologiques prit son envol, 

montrant ainsi l’existence d’un fonctionnement rythmique circadien endogène dans différents 

organismes. En effet, les êtres vivants placés dans un environnement lumineux constant, i.e. en 

condition de libre-cours (Tableau 1), conservent leur rythme d’activité. Par exemple chez les 

drosophiles (animaux diurnes) l’éclosion des drosophiles adultes à partir des pupes n’a lieu que 

pendant les cinq premières heures du jour. Lorsqu’elles sont placées en obscurité constante, 

l’éclosion continue à avoir lieu au même moment (Pittendrigh, 1954). De même, l’étude de 

l’activité locomotrice des souris (animaux nocturnes), en condition de lumière constante, 

montre qu’il existe aussi un rythme circadien endogène chez les mammifères (Johnson, 1939). 

Dans un environnement lumineux rythmique avec 12 heures de lumière (L) et 12 heures 

d’obscurité (D pour Darkness) (12L : 12D), l’enregistrement de l’activité locomotrice de ces 

animaux nocturnes montrent que celle-ci suit une période d’exactement 24 heures, en phase 

avec la période de la nuit (Figure 2).  

 

Figure 2 : L’actogramme, une représentation de l’activité locomotrice. 

L’animal (une souris C57BL/6J) est placé dans une cage équipée d’une roue reliée à un système 

informatique d’enregistrement. L’activité locomotrice de la souris entrainée par un cycle LD 

12/12 (l’alternance des phases obscures et lumineuses est représentée en haut de 

l’actogramme) montre que les souris sont inactives le jour et actives la nuit. Placées en 

obscurité constante DD, les souris maintiennent une activité rythmique, mais d’une période 

inférieure à 24 h qui déclenche le début de l’activité chaque jour un peu plus tôt (trait rouge). 
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Lorsque les animaux sont ensuite placés en obscurité constante (DD), même s’ils ne 

disposent plus des repères temporels de leur environnement, le rythme de l’activité locomotrice 

persiste pendant la nuit subjective qui correspond à la période de libre cours de l’animal. Fait 

intéressant, l’enregistrement de l’activité locomotrice des souris placées en obscurité constante 

dérive vers la gauche (Figure 3). Chaque jour le rongeur se met à courir un peu plus tôt que la 

veille. Cette dérive démontre que l’animal possède une horloge endogène dont la période n’est 

pas rigoureusement de 24 heures mais légèrement inférieure. Ce système est le système 

circadien endogène ou horloge circadienne interne.  

En résumé, les rythmes circadiens sont contrôlés par une horloge circadienne 

interne dont la fonction est de générer de manière endogène des oscillations de leur 

mécanisme selon une périodicité « d’environ » 24 heures. A l’heure actuelle, les 

nombreuses études en chronobiologie ont montré l’existence d’horloges circadiennes dans 

une multitude d’organismes vivants multi ou unicellulaires. 

 

I.1.C / Entraînement de l’horloge biologique circadienne 

 

Mais si les périodes endogènes générées par l’horloge circadienne sont proches mais 

pas exactement de 24 heures, l’heure interne (circadienne) n’est alors jamais en phase avec 

l’heure externe (terrestre) ! Cette réunion d’équipe du vendredi matin à 9h30 ne se tiendra 

jamais, ayant chacun un rythme veille/sommeil différent qui n’est pas aligné avec le cycle 

jour/nuit terrestre. Heureusement, les différents donneurs de temps ou Zeitgebers (en 

allemand Zeit : Temps ; Geben : Donne) synchronisent l’horloge circadienne interne sur son 

environnement (Aschoff, 1954). Ce sont des synchroniseurs qui permettent de « remettre à 

l’heure » l’horloge endogène pour que l’heure interne soit en phase avec l’heure externe. Notons 

que ces synchroniseurs ne créent pas les rythmes, ne sont pas à leur origine mais les calibrent 

et en modifient les paramètres. Divers facteurs environnementaux externes (repères 

astronomiques) et sociaux, comme des changements dans la lumière, les horaires de la prise 

alimentaire et l’activité physique jouent un rôle important dans la synchronisation de l’horloge 

interne. La lumière est le synchroniseur le plus puissant du système circadien chez les animaux. 

L’entrainement par la lumière permet d’adapter le fonctionnement rythmique aux variations de 

luminosité externes, dépendantes du cycle jour-nuit et des saisons. 

Curieusement, la sensibilité d’une horloge à un Zeitgeber varie en fonction du moment 

du cycle (Hastings and Sweeney, 1958; Pittendrigh, 1958). Ainsi, une exposition à la lumière 
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en début de la nuit déplace l’oscillateur circadien vers des heures plus tardives (Figure 3), 

entrainant un retard de phase. Alors qu’une exposition à la lumière en fin de nuit avance 

l’oscillateur circadien vers des heures plus précoces. Cela met en évidence le rôle crucial que 

joue les moments de transitions nuit/jour et jour/nuit dans la remise à l’heure des horloges 

circadiennes, tout en permettant une mesure de la durée du jour qui sert à l’entraînement des 

rythmes saisonniers. 

 

Figure 3 : La courbe de réponse de phase. 

Exemple de courbe de réponse de phase du rythme circadien d’activité locomotrice d’un 

rongeur à l’administration d’un même créneau de lumière à différents moments de son cycle 

endogène lorsque l’animal est placé en obscurité constante.  

(D’après Dardente, 2008). 
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I.1.D / Les avantages (et désavantages !) de l’horloge circadienne 

 

Les possesseurs d’horloges circadiennes, et il s’agit en fait de presque tous les 

organismes vivants des cyanobactéries aux humains, sont des heureux bénéficiaires. Et oui ! en 

général qui est capable d’anticiper les variations cycliques de son environnement bénéficie 

incontestablement d’un avantage adaptatif, puisqu’à chaque moment de la journée sa 

physiologie et son comportement sont en parfait adéquation. Chez les humains, les personnes 

dotées d’une horloge circadienne avec une périodicité plus proche des 24 heures du cycle 

lumière-obscurité bénéficieraient d’un gain en aptitude par rapport aux individus dotés 

d’horloges plus lentes ou plus rapides, qui ne peuvent pas « s’accorder » aussi bien avec 

l’environnement temporel (Hastings et al., 2003).  

Mais avoir une horloge circadienne ne s’avère pas toujours bénéfique ! Paradoxalement, 

en tant qu’êtres humains avoir une horloge interne est devenu un désavantage dans notre société 

occidentale moderne. En effet, notre société nous expose fréquemment aux contraintes de cette 

horloge à travers les voyages et l’adaptation au décalage horaire (Jetlag). De même, les 

contraintes de travail nous amènent parfois à faire des heures de nuit (parce qu’on fait une thèse 

par exemple !) impliquant des symptômes de fatigue, de désorientation, des troubles de 

l’humeur et d’insomnie (Jetlag social). De plus un large spectre de pathologies sont associées 

à des dysfonctionnements des horloges biologiques, telles que les désordres du sommeil, 

l’obésité, le cancer, … (Roenneberg and Merrow, 2016). 

Les enjeux de l’horloge et de la chronobiologie semblent toucher différents aspects de 

la vie quotidienne : le médical (la chronothérapie) (Lévi et al., 2010), le social (la 

réglementation concernant les rythmes de travail) (Légifrance, Code de travail 2020), mais aussi 

la recherche elle-même qui se doit dans toute expérimentation de prendre en compte le 

paramètre "rythmes biologiques". Ce constat nous pousse à étudier plus précisément les 

mécanismes de fonctionnement de l’horloge biologique et ses implications physiologiques. 

Depuis une ou deux décennies, les découvertes s’enchaînent sur de nombreux aspects du 

fonctionnement de l’horloge circadienne chez les organismes vivants. Une myriade de 

nouveaux composants et de mécanismes sont identifiés. Dans la suite de l’introduction je vais 

essentiellement continuer sur l’exemple de l’évolution de ces connaissances chez les 

mammifères, et en particulier chez nos dévoués rongeurs. 
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I.2 / Rythme Circadien 

I.2.A / L’horloge moléculaire : un mécanisme complexe 

 

Les rythmes circadiens sont générés de manière endogène, l’horloge interne étant à 

l’origine de son propre tempo. Oui, mais comment ? C'est ce qu'ont découvert trois chercheurs 

généticiens américains, Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash et Michael W. Young, qui viennent 

il y a 3 ans de cela de recevoir le prix Nobel de Physiologie et Médecine pour leurs recherches. 

Des expériences de mutagénèse et de clonage ont fait émerger un ensemble de gènes, baptisés 

« gènes horloges », contrôlant des rythmicités circadiennes. Au moment où l’identification du 

premier gène horloge « Period » célébrait chez la drosophile son 10ème anniversaire (Bargiello 

and Young, 1984), la même approche aboutissait à l’identification de « Clock » (circadian 

locomotor output cycles kaput), l’un des gènes centraux de l’horloge chez les mammifères 

(Vitaterna et al., 1994). Les découvertes successives d’une dizaine d’autres gènes derrière 

(Per1, Per2, Per3, Cry1, Cry2, Bmal1, Reverb-α, Ror-α, …) permettent aujourd’hui de proposer 

un modèle d’horloge moléculaire basé sur des boucles de rétrocontrôle fonctionnant sur 24 

heures, exprimée dans une multitude de cellules, tissus et organes. 

 

I.2.A.1 / Une boucle principale 

 

De manière simplifiée, pour générer une oscillation l’horloge a besoin d’un activateur, 

d’un répresseur et d’un mécanisme pour ralentir l’action du répresseur sur l’activateur. D’un 

point de vue moléculaire, il s’agit d’un réseau interconnecté de boucles de rétroaction 

transcriptionnelles/translationnelles, avec une composante négative et une positive 

(transcription-translation feedback loop, TTFL, ou transcription–translation oscillator loop, 

TTO). 

Chez les mammifères, la boucle principale de l’horloge moléculaire (Figure 4) fait 

intervenir les facteurs de transcription CLOCK (ou son homologue NPAS2) et BMAL1, dont 

les hétérodimères (complexes activateurs) migrent dans le noyau et activent la transcription 

des gènes Per1-2-3 et Cry1-2 (cryptochrome) en se liant à l’ADN (via leur domaine bHLH-

PAS : basic-Helix-Loop-Helix) au niveau des séquences « E-box » localisées dans leurs 

régions promotrices. Les protéines PERs et CRYs s’hétérodimérisent à leur tour (complexes 
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inhibiteurs), sont phosphorylées par les caséines kinases (CK) puis adressées dans le noyau où 

elles inhibent l’activité transcriptionnelle du dimère CLOCK/BMAL1, et donc leur propre 

expression. A l’aide des mécanismes de dégradation des ARNm et des protéines, la diminution 

de la quantité du complexe protéique PER/CRY entraîne une levée d’inhibition, le complexe 

activateur BMAL1/CLOCK lance ainsi un nouveau cycle (Takahashi, 2017). Une expression 

rythmique des ARNm Per et Cry et de leurs protéines avec une périodicité proche de 24 heures 

résulte de ce mécanisme.  

 

 

Figure 4 : Représentation schématique du mécanisme moléculaire de l’horloge :  

boucle de rétroaction principale. 

Les activateurs CLOCK et BMAL1 augmentent l’expression des répresseurs Per et Cry qui, 

lorsqu’ils sont en quantité suffisante, entrent dans le noyau pour réprimer CLOCK/BMAL1. 

(D’après Hastings et al., 2019). 
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I.2.A.2 / Une boucle secondaire et des mécanismes de régulation 

 

La seconde boucle (Figure 5) est une boucle de rétroaction additionnelle qui assure la 

régulation transcriptionnelle des gènes de la boucle principale. Elle garantit le contrôle 

rythmique de l’expression de Bmal1 de la manière suivante : Les récepteurs nucléaires REV-

ERBα-β et RORα-γ, répriment et activent respectivement l’expression de Bmal1 par fixation 

compétitive sur les mêmes séquences RRE (R-response element). Et pour que la boucle soit 

bouclée, les dimères CLOCK/BMAL1 activent la transcription de Rev-Erb et Ror en se liant 

sur leur séquences « E-box » avant d’être réprimés par PER et CRY.  

 

Figure 5 : Rouage secondaire du mécanisme moléculaire de l’horloge. 

Une deuxième boucle transcriptionnelle se superpose à la première : CLOCK/BMAL1 active 

l’expression de Rev-erbα et ROR qui, à leur tour, régulent CLOCK et BMAL1. 

(D’après Hastings et al., 2019). 

 

Les protéines horloge de la boucle principale subissent aussi de nombreuses autres 

régulations post-traductionnelles (phosphorylations, ubiquitinylation, SUMOyulation, 

acétylation…) qui offrent un niveau supplémentaire d’affinement et sont tout aussi cruciaux 

pour le fonctionnement harmonieux de l’horloge moléculaire sur 24 heures que les phénomènes 
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transcriptionnels (Takahashi, 2017). Imaginons pour deux secondes que les répresseurs PER et 

CRY entrent trop tôt dans le noyau, l’horloge tournera trop vite ! et s’ils ne sont pas 

suffisamment dégradés une fois leur rôle répressif exercé, l’horloge reste bloquée et ne peut pas 

commencer un nouveau cycle. Ainsi, de la stabilité des protéines horloge et leurs transferts 

entre le noyau et le cytoplasme assurés par les kinases et les phosphatases, dépend la période 

de l’horloge moléculaire. La phosphorylation des protéines PER par les caséines kinases 1δ et 

1ε régule leur adressage au protéasome (Camacho et al., 2001; Akashi et al., 2002; Eide et al., 

2005) comme au noyau (Takano et al., 2004) et les déphosphorylations effectuées par 

l’antagoniste la protéine phosphatase 1 (PP1) stabilisent les protéines et favorisent leur 

accumulation nucléaire (Gallego et al., 2006; Schmutz et al., 2011). Les changements dans la 

dynamique spatio-temporelle de la vie des protéines PER, tout comme le dysfonctionnement 

des CK1δ et 1ε, conduisent à des modifications de la cinétique de l’horloge. En effet, chez 

l’humain des phénotypes similaires ont été observés dans le cadre de pathologies appelées 

syndrome familial d’avance de phase du sommeil (Jones et al., 1999) deux mutations ont été 

décrites chez les patients  : l’une qui affecte la CK1δ (Xu et al., 2005) et l’autre qui touche un 

acide-aminé phosphoaccepteur (S662G) de la séquence de PER2 (Toh et al., 2001) qui est une 

cible des CK1δ et 1ε. C’est aussi le cas chez le Hamster Syrien dont la période de l’activité 

locomotrice est raccourcie par la mutation spontanée tau sur le gène de la CK1ε (Lowrey, 2000). 

Quand il n’y en plus, il y en a encore ! on trouvera encore et toujours un niveau 

supplémentaire de régulation et du coup, de complexité dans le fonctionnement circadien. Il est 

devenu évident que les mécanismes post-transcriptionnels régissent la stabilité et la 

traduction des ARNm horloge (Kojima et al., 2011). Dans le foie murin par exemple,  les 70% 

des ARNm qui sont rythmiques ne le sont pas suite à une transcription rythmique mais grâce à 

des mécanismes post-transcriptionnels (Koike et al., 2012; Menet et al., 2012). Une étude 

récente a permis de décrire un nouveau mécanisme post-transcriptionnel original comme 

prenant part au ballet régulateur qui gravite autour de l’horloge, montrant que des corpuscules 

nucléaires appelés paraspeckles dont le constituant principal est un long ARN non-codant, 

(Neat1), grâce à leur expression circadienne peuvent contrôler la rythmicité circadienne 

d’expression des ARNm qui leur sont associés par rétention nucléaire lorsque ceux-ci 

présentent dans leur région 3’UTR des séquences répétées et inversées de type Alu (IRAlu) ce 

qui empêche leur export cytoplasmique et permet le contrôle de leur niveau d’expression 

(Torres et al., 2016).  
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La combinaison des deux boucles de rétroaction, principale et secondaire, ainsi que les 

différents niveaux et outils de régulations génère une horloge oscillante aussi régulièrement 

qu’un métronome pour elle-même mais surtout elle donne le tempo à toute la cellule. La 

transmission s’effectue directement par les protéines horloge (CLOCK, BMAL1, REV-ERBα) 

qui contrôlent la transcription de gènes dits gènes contrôlés par l’horloge (CCG, Clock 

Controlled Genes) qui sont les voies de sortie des messages rythmiques, puis par des 

transcriptions en cascade qui permettent de décliner les phases d’expression et les gènes cibles 

de deuxième et troisième ordre à loisir influençant ainsi une large variété de processus 

biologiques (Takahashi, 2017). + tous les gènes régulés aux niveaux post-transcriptionnel et 

traductionnel (ton paragraphe précédent) 

En conclusion, ce mécanisme cellulaire autonome est le mécanisme de base du 

fonctionnement circadien chez les mammifères. L’expression robuste des gènes de 

l’oscillateur moléculaire est ubiquitaire, il a pu être observé dans de nombreux explants 

de tissus (Cœur, poumon, foie, estomac, rate, reins, pancréas, muscles squelettiques, 

hypophyse, glande tyroïde, glande surrénale) (Yamazaki, 2000; Yamamoto et al., 2004), 

ainsi que dans plusieurs lignées cellulaires comme les lignées de fibroblastes de souris et 

des rats (Figure 6) (Akashi and Nishida, 2000; Balsalobre et al., 1998). 

 

Figure 6 : Oscillations des fibroblastes en cultures. 

Une caméra photosensible permet l’enregistrement des rythmes de PER2 : LUC des cellules. 

L’enregistrement de 6 fibroblastes différents, montre que chaque cellule oscille de façon 

autonome pendant 7 jours. 

(Adaptée d’après Liu et al., 2007). 
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I.2.B / Les Noyaux suprachiasmatiques (NSC) : horloge centrale des mammifères 

 

Chez les mammifères, l’horloge moléculaire est exprimée dans une multitude de 

cellules, tissus et organes, responsables de l’existence de plusieurs oscillateurs, engendrant une 

organisation complexe du système circadien. Mais comment un organisme doté d’un tas 

d’oscillateurs arrive-t-il à garder un tempo interne uniforme ? l’horloge moléculaire est aussi 

exprimée dans les Noyaux Suprachiasmatiques (NSC) de l’hypothalamus, identifiés et 

localisés comme le site de l’horloge centrale, ou le principal chef d’orchestre d’innombrables 

horloges distribuées dans tout l’organisme. 

 

I.2.B.1 / Bref historique sur la découverte de l’horloge centrale  

 

Et si nous remontons l’horloge quelques années en arrière ? eh oui, les tentatives de 

Stephen Hawking pour prouver l’impossibilité de voyager dans le passé n’ont pas abouties ! En 

fait, quelques années avant la découverte que les gènes de l’horloge, acteurs de l’oscillateur 

moléculaire, sont exprimés et rythment toutes les cellules de l’organisme, la tendance générale 

était à envisager une horloge unique impliquée dans la genèse des rythmes circadiens endogènes 

(1ère intuition d’un « pacemaker » par Pittendrigh en 1960). Oui, mais où ? A cet égard, une 

série d’expériences neuroanatomiques a permis en effet la mise en évidence d’un centre 

rythmique considéré comme le site de l’horloge circadienne chez les mammifères. Celui-ci se 

situe à la base de l’hypothalamus, plus précisément dans les noyaux suprachiasmatiques de 

l’hypothalamus « NSC » (Figure 6).  
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Figure 7 : Localisation des noyaux suprachiasmatiques chez une souris. 

3V : 3ème ventricule ; OC : chiasma optique ; NSC : noyaux suprachiasmatiques. 

 

(D’après Goede et al., 2018). 
  

La plupart des rythmes circadiens physiologiques et comportementaux sont contrôlés 

par cette structure hypothalamique (Moore and Eichler, 1972; Rusak and Zucker, 1979). La 

destruction complète des noyaux suprachiasmatiques chez les mammifères supprime les 

rythmes d’activité-repos, de la prise alimentaire, de la température corporelle, et le rythme de 

la sécrétion de mélatonine (Stephan and Zucker, 1972). A l’inverse, la transplantation des tissus 

ou de cellules de NSC fœtaux à un animal dont les NSC ont été préalablement détruits restaure 

les rythmes abolis (Ralph and Lehman, 1991). La preuve définitive de l’implication des NSC 

dans les fonctions rythmiques endogènes est apportée en démontrant que la période des rythmes 

en libre cours est imposée par les NSC. Effectivement, les rythmes présentent toujours la 

période du génotype donneur et pas celle du génotype de l’animal hôte (Ralph et al., 1990; 

Ralph and Menaker, 1988). De plus, les greffes ayant les meilleurs résultats étaient celles 

formant le plus de contact avec des projections en provenance du tractus rétino-hypothalamique 

et développant le plus de projections vers les structures environnantes (Lehman et al., 1987), 

montrant ainsi l’importance des projections vers et à partir du NSC dans le maintien des 

rythmes.  

Le consensus actuel considère que l’horloge centrale n’est plus l’horloge unique, ainsi 

qu’étaient auparavant considérés les NSC, mais au contraire le principal chef d’orchestre 
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d’innombrables horloges, appelés ainsi horloges périphériques (en opposition à l’horloge 

centrale des NSC) distribuées dans tout l’organisme. En effet, outre les cellules isolées, un bon 

nombre de tissus périphériques, tels que le foie, le rein, ou les poumons, présente aussi des 

oscillations auto-entretenues (Abe et al., 2002; Yamazaki, 2000) (Figure 8a). L’absence du NSC 

n’induit pas la perte de la rythmicité dans ces tissus périphériques, mais en cause une 

désynchronisation entre eux (Figure 8b) ainsi qu’une plus grande variabilité des rythmes 

circadiens entre les animaux (Yoo et al., 2004). Un NSC fonctionnel est nécessaire pour 

maintenir la cohérence de phase entre les tissus, mais aussi entre les cellules d’un même tissu 

rythmique (Guo et al., 2006). 

 

 

Figure 8 : Oscillations d’explants de tissus périphériques. 

A- Les tissus sont prélevés au moment de l’extinction de la lumière. Ils sont ensuite mis en 

culture et la bioluminescence émise par le système PER2 : LUC est enregistrée par un 

système d’acquisition. L’ensemble des tissus enregistrés a un fonctionnement rythmique 

autonome qui persiste plusieurs jours. 

B- La bioluminescence émise par le système PER2 : LUC des hypophyses et des poumons 

des animaux contrôles (LD et DD) et des animaux lésés pour le NSC est enregistré. 

Chaque couleur représente un animal différent. La désynchronisation des phases est 

évidente dans les enregistrements individuels des animaux lésés du NSC pour les deux 

tissus. 

(D’après Yoo et al., 2004). 
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I.2.B.2 / Fonctionnement de l’horloge centrale au niveau tissulaire 

 

I.2.B.2.a / Anatomie du NSC 

 

L’horloge centrale est constituée par la structure des noyaux suprachiasmatiques (NSC). 

Il s’agit d’une paire de noyaux hypothalamiques disposés bilatéralement de part et d’autre du 

3ème ventricule au-dessus du chiasma optique (Klein D et al., 1991). Chacune des parties 

unilatérales du NSC contient environ 10000 neurones, qui sont majoritairement GABAergiques 

ainsi que des cellules gliales, en particulier des astrocytes. Le corps cellulaire des neurones du 

NSC est relativement petit et possède des arborifications dendritiques simples et qui semblent 

disposées de façon très compacte. Le NSC est une structure hétérogène qui peut être subdivisée 

en plusieurs sous-régions (Figure 9) :  

- Une partie ventro-latérale (vlNSC) appelée « core ». 

- Une partie dorso-médiane (dmNSC) appelée « shell ». 

La distinction majeure entre les neurones du core et de la shell se trouve notamment 

dans leur contenu neurochimique. Les neurones de la partie core sont de forme ovale ou ronde, 

leur nombre représente approximativement un quart des neurones du NSC et expriment 

majoritairement le « vasoactive intestinal polypeptide » (VIP), le « gastrin releasing peptide » 

(GRP), la neurotensine (NT) et la calrétinine. Les projections synaptiques de ces neurones se 

font principalement vers les neurones du shell mais aussi vers leurs voisins dans la région core 

du NSC (Leak et al., 1999). La partie shell se compose de neurones de forme ronde présents en 

plus grande densité que ceux du core et expriment principalement l’arginine vasopressine 

(AVP), l’angiotensine II et la met-enképhaline ; une grande majorité coexprime également le 

GABA, et quelques-uns le glutamate (Welsh et al., 2010).  
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Figure 9 : Représentation schématique simplifiée de l’organisation anatomo-

chimique des NSC. 

La partie core est localisée ventro-latéralement en contact avec le chiasma optique. Elle est 

impliquée dans l’intégration de signaux afférents des NSC. La partie shell est dorso-médiane 

et est à l’origine de la plupart des signaux efférents des NSC (Abrahamson and Moore, 2001). 

 

I.2.B.2.b / Entrainement de l’horloge centrale par la lumière 

 

L’entraînement de l’horloge circadienne par la lumière remet le système circadien à 24 

heures chaque jour, l’empêchant de sortir de phase et de passer en libre-cours. L’information 

lumineuse provenant de l’extérieur doit donc parvenir aux structures capables d’intégrer 

l’information et d’envoyer des signaux appropriés aux divers tissus. De par leur position 

anatomique, les NSC reçoivent l’immense majorité des projections rétiniennes vers 

l’hypothalamus et constituent la composante centrale du système de la régulation photique.  

La lumière est perçue par la rétine. La voie impliquée dans le traitement de l’information 

photique pour la vision (constitution d’images) et celle impliquée dans le photo-entrainement 

sont anatomiquement et fonctionnellement différentes. En effet, la rétine contient des 

photorécepteurs visuels (cônes et bâtonnets), ainsi que des cellules ganglionnaires contenant 

un photopigment, la mélanopsine, qui transmettent directement l’information lumineuse aux 

NSC via le tractus rétino-hypothalamique (RHT) (Cermakian and Sassone-Corsi, 2002). Le 

RHT est la voie principale d’entrée de l’entrainement photique. Sa destruction n’entraine pas 

de cécité mais une perte de la capacité de photo-entrainement de l’activité locomotrice chez le 

hamster (Johnson et al., 1988). Lors d’une stimulation lumineuse, les projections rétiniennes du 
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RHT libèrent du glutamate et du PACAP (« Pituitary adenylate cyclase-activating 

polypeptide ») au niveau du contact synaptique avec les neurones du NSC (Morin and Allen, 

2006). La libération des deux neurotransmetteurs module l’expression de certains gènes 

horloges, notamment les gènes Per qui font partie des principaux gènes qui répondent à 

l’information lumineuse dans la partie ventro-latérale du NSC (Figure 10). Si on prend comme 

exemple le gène Per1 qui est induit dans les 5 à 15 minutes après une exposition lumineuse et 

est impliqué directement dans la boucle principale de l’horloge circadienne, son induction mène 

à l’entraînement de toute la machinerie moléculaire et pourrait être largement responsable de la 

remise à zéro de l’horloge. En effet, l’inhibition de Per1 induit la perte des modifications de la 

phase des rythmes comportementaux par la lumière chez la souris (Akiyama et al., 1999). Ainsi, 

c’est la partie ventro-latérale du NSC qui est majoritairement impliquée dans l’intégration des 

signaux lumineux en provenance de la rétine via le RHT.  

Une autre voie est aussi impliquée par la transmission des signaux de synchronisation 

photiques vers le NSC depuis la rétine, c’est une voie indirecte, qui fait relais dans le thalamus, 

plus précisément dans le corps géniculé latéral, pour se terminer par le tractus géniculo-

hypothalamique (GHT) (Hisano et al., 1988b). Les fibres du tractus géniculo-hypothalamique 

forment principalement des contacts synaptiques avec les neurones VIP dans la partie ventro-

latérale du NSC chez le rat et libèrent le neuropeptide Y (NPY) et le GABA (« acide-ϒ-

aminobutyrique ») (Hisano et al., 1988a; Francois-Bellan et al., 1990) induisant une réduction 

des niveaux d’expression de Per1 et Per2 durant le jour (Maywood et al., 2002).  

Grâce aux projections synaptiques des neurones de la partie ventro-latérale vers les 

neurones de la partie dorso-médiane, l’information est propagée à l’ensemble du NSC pour 

réguler l’organisation temporelle globale (Herzog et al., 2017). En effet, après un changement 

de phase de la photopériode de l’environnement (retard ou avance), le changement de rythmes 

s’opère rapidement et en premier dans les NSC (Yamazaki, 2000) qui utilisent par la suite des 

signaux variés par des voies directes (limités à des structures toutes localisées dans 

l’hypothalamus) ainsi que des voies indirectes (humorale, hormonale ou nerveuse) pour 

réinitialiser les rythmes dans l’organisme entier.  

L’horloge centrale n’est donc jamais isolée : elle comporte des voies d’entrée qui 

véhiculent les repères temporels et qui la remettent quotidiennement à l’heure, ainsi que des 

voies de sortie par lesquelles elle régule les rythmes corporels, à plusieurs niveaux (biochimie, 

physiologie, comportement). Les NSC servent ainsi de centre de relai entre 

l’environnement et la physiologie (Dibner et al., 2010).  
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Figure 10 : Schéma de la transmission de l’information lumineuse de la rétine aux 

NSC. 

Lors d’une stimulation lumineuse, les projections rétiniennes du RHT libèrent du glutamate et 

du PACAP au niveau du contact synaptique avec les neurones du NSC, principalement avec les 

neurones VIP de la partie core du NSC. Le glutamate agit sur les récepteurs NMDA (N-méthyl-

D-Aspartate) et AMPA (acide alpha-amino-3-hydroxyl-5-méthyl-4-isoxazolepropionique) ce 

qui dépolariser la membrane, et mène directement (à travers le récepteur AMPA) et 

indirectement (à travers les canaux sensibles au voltage) à un influx de calcium. 

L’augmentation intracellulaire   de   calcium aboutit   à   l’activation   de   toute   une cascade   

de   kinases ce qui mène notamment à la phosphorylation du facteur de transcription CREB 

(cAMP response element binding protein). Enfin, cette activation par phosphorylation du 

facteur de transcription CREB aboutit à l’expression de nombreux gènes dans le NSC qui 

portent une séquence CRE (« Calcium and cAMP response element ») dans leur promoteur et 

à l’entraînement de l’horloge moléculaire. Ce système permet à la lumière de « réinitialiser » 

l’horloge. 

 (Adaptée d’après Hastings et al., 2018) 
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I.2.B.2.c / Complexité anatomo-fonctionnelle du NSC 

 

La livraison d’un colis au bon destinataire dans les meilleurs délais repose en grande 

partie sur la qualité et la performance des différentes entités au sein du centre de relai. Et c’est 

tout pareil pour le NSC ! pour exceller dans son rôle de relai entre l’environnement et la 

physiologie, il compte sur la performance et les relations extrêmement étroites entre ses 

subdivisions. Le NSC est constitué par les parties ventrales (Shell) et dorsales (core) qui sont 

deux structures anatomiquement différentes, mais qui sont également deux oscillateurs 

indépendants possédant une activité synchrone soutenue par le GABA (Albus et al., 2005) 

(Figure 11). La partie shell, dont le rôle est de battre la mesure pour tout l’organisme exprime 

une horloge robuste, tandis que le core exprime une horloge plus facilement perturbable capable 

ainsi d’intégrer les informations synchronisantes entrant dans les NSC pour les transmettre au 

shell (Yan et al., 1999). Et effectivement, les rythmes du shell sont plus robustes que ceux du 

core, mais c’est le core qui répond à la lumière (Hamada et al., 2001; Shigeyoshi et al., 1997; 

Yan and Okamura, 2002).  

 

 

Figure 11 : Les deux sous parties Shell et Core du NSC sont deux oscillateurs 

indépendants.  

A- Un décalage de 6 heures dans le cycle LD entraîne un découplage des neurones, 
identifiant 2 populations distinctes.  

B- Les 2 parties vlNSC (v) et dmNSC (d) des NSC sont séparées et reflètent clairement 
un fonctionnement indépendant. 

(Adaptée d’après Albus et al., 2015). 
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Un manque de communication entre l’entité qui a réceptionnée votre colis et votre 

livreur, se traduit par un retard et une période d’attente désagréable ! C’est probablement ce qui 

se passe dans notre corps lors d’un jetlag. Lorsque les deux sous-régions du NSC sont 

artificiellement découplées par un protocole de décalage de phase abrupte, le core se 

resynchronise rapidement sur le nouveau cycle LD tandis que le shell met 6 à 13 jours pour se 

remettre à l’heure (Nagano et al., 2003), une désynchronisation interne temporaire qui suggère 

un mécanisme pour les symptômes physiologiques qui surviennent chez l’Homme après une 

traversée rapide des fuseaux horaires (Nakamura, 2005) et qui pourrait reposer sur une action 

différentielle du GABA dans les deux régions (Albus et al., 2005). 

La présence d’autres oscillateurs au sein des NSC ajoute un degré de complexité qui 

présente une réalité fonctionnelle. En effet, la subdivision dorso-ventrale des SCN qui assure la 

transmission des informations synchronisantes à tout l’organisme n’est pas l’unique, il existe 

aussi une subdivision antéro-postérieure (Jagota et al., 2000) qui encode la durée de la phase de 

lumière dans la journée (la photopériode). Plus la photopériode est longue, plus le décalage de 

phase entre la partie antérieure et la partie postérieure augmente (Hazlerigg et al., 2005; Inagaki 

et al., 2007). 

Le nombre et l’organisation des différents oscillateurs (groupes neuronaux) au sein 

des NSC en font une structure complexe, aussi bien d’un point de vue anatomique que 

fonctionnelle. En effet, cette complexité a un rôle fonctionnel concernant les entrées et les 

sorties du NSC, assurant l'équilibre entre les rythmes environnementaux et les rythmes 

circadiens au sein de l’organisme. 

 

I.2.B.3 / Fonctionnement de l’horloge centrale au niveau cellulaire 

 

I.2.B.3.a / Oscillateurs autonomes : fonctionnement circadien endogène 

 

Les neurones du NSC présentent un fonctionnement circadien intrinsèque qui module 

de façon circadienne une myriade de processus cellulaires, allant du métabolisme cellulaire à 

la synthèse, régulation et dégradations des protéines (Mure et al., 2018; Panda et al., 2002). En 

effet, la plupart des facteurs sécrétés, tels que l'AVP, et le VIP (Jin et al., 1999; Hurst et al., 

2002), ainsi que des acteurs moléculaires impliqués dans la sécrétion vésiculaire sont eux aussi 

soumis à une régulation circadienne dans le NSC, soit au niveau transcriptomique, soit au 

niveau protéomique. De ce fait, la machine de sécrétion et le cargo vésiculaire qui sont censés 
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transmettre le rythme circadien aux autres régions du cerveau sont eux même sous le contrôle 

de l'horloge des neurones du NSC.  

La physiologie des cellules du NSC présentent également une modulation circadienne. 

Un trait caractéristique des neurones du NSC, est que leur activité électrique oscille 

spontanément tout au long du cycle jour-nuit (Brown and Piggins, 2007; Colwell, 2011; Belle, 

2015). Autrement dit, ces neurones sont électrophysiologiquement plus actifs pendant la 

journée (un potentiel membranaire dépolarisé) que la nuit (un potentiel membranaire 

complètement hyperpolarisé-silencieux). Les neurones du NSC en plus d’être capables de 

générer une activité électrique spontanée, cette activité est modulée de façon rythmique. Au 

sein d’un circuit, le taux de cette activité électrique spontanée peut être régulée soit via une 

modulation d’origine synaptique (Smith and Otis, 2003) ou intrinsèque, comme c'est le cas pour 

les neurones du NSC (Pennartz et al., 2002; Kuhlman and McMahon, 2004). Effectivement, 

l’activité électrique circadienne des neurones du NSC persiste ex-vivo sur tranches (Figure 

12A) ainsi que dans des neurones isolés issus des NSC (Figure 12B) pendant plusieurs semaines 

même en absence d’un synchroniseur (Welsh et al., 1995; Herzog et al., 1998; Honma et al., 

1998; Shirakawa et al., 2000; Aton et al., 2005; Webb et al., 2009). Le potentiel d’action et son 

rythme d’impulsion suivent ainsi un rythme cellulaire autonome de 24 heures, cela démontre 

que la plupart des neurones individuels du NSC sont des oscillateurs circadiens intrinsèques.  
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Figure 12 : Le fonctionnement circadien endogène est une propriété intrinsèque du NSC. 

 

A- Rythmes circadiens de l’activité électrique de 5 neurones différents enregistrés à partir 

de la même culture organotypique d’une tranche de NSC du rat. Un rythme 

reproductible entre les différents neurones enregistrés avec une période circadienne 

proche : 23,9, 23,9, 24,0, 24,0 et 24,1 h du neurone 1 au neurone 5 respectivement. 

B- Dispersés en culture, les neurones du NSC présentent une rythmicité circadienne assez 

claire même si elle est peu reproductible d’un neurone à l’autre. La période circadienne 

est plus étendue allant de 21.3, 21.8, 22.6, 24.5 jusqu’à 25.6 h du neurone 1 au neurone 

5 respectivement. 

 (Adaptée d’après Honma et al., 2004) 

 

En résumé, au niveau cellulaire, les NSC ont un fonctionnement circadien 

intrinsèque. La plupart des rythmes persistent lorsque le NSC est isolé de l'environnement 

et du reste du cerveau. Mais il semblerait que ces rythmes sont plus reproductibles au sein 

de la tranche, i.e. au sein du réseau du NSC.  
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I.2.B.3.b / La synchronisation inter-neuronale au sein du NSC : robustesse et précision du 
pacemaker central 

Si la majorité des cellules du NSC sont des oscillateurs autonomes, les rythmes 

physiologiques et comportementaux générés par le NSC sont la résultante du réseau ou de la 

cellule ? Nous venons de voir que les travaux pionniers ont démontré que les neurones 

individuels du NSC sont capables de maintenir des rythmes cellulaires même lorsqu'ils sont 

dispersés. En se basant sur ces résultats, les neurones du NSC sont des horloges intrinsèques 

auto-entretenues. En réalité, la situation est un peu plus complexe parce que les neurones du 

NSC communiquent entre eux de manière à renforcer les rythmes cellulaires unitaires pour 

générer un rythme robuste et précis au sein du réseau neuronal du NSC.  De manière tout à fait 

intéressante, le NSC est unique dans sa capacité intrinsèque à générer des oscillations 

circadiennes robustes et précises de l'expression génique et de l'activité électrophysiologique 

dépendantes de la TTFL. Ces oscillations autonomes peuvent persister indéfiniment in vivo et 

ex vivo en culture de tranches organotypiques (Noguchi et al., 2017; Patton et al., 2016). La 

robustesse de la rythmicité du NSC dépend fortement du réseau formé entre ses neurones, 

contrairement aux tissus périphériques. C’est typiquement le cas de fibroblastes en culture qui 

expriment un rythme d’ensemble qui s’amortit très rapidement, alors que le suivi de cellules 

individuelles indique que leurs rythmes se maintiennent mais se désynchronisent 

progressivement les uns des autres (Nagoshi et al., 2004; Welsh et al., 2004) (Figure 13).  

 
Figure 13 : Désynchronisation des fibroblastes en cultures. 

 

Contrairement aux cellules individuelles (les deux panneaux du haut), l’enregistrement de la 

bioluminescence émise par le système PER2 : LUC de 25 cellules ou d’un champ entier (les 2 

panneaux du bas) en même temps, montre que les oscillations sont amorties au bout de 6 jours.  

 

(Adaptée d’après Welsh DK et al., 2004). 
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Mais ce n’est pas le cas du NSC. L’une des plus importantes propriétés du NSC est la 

remarquable coordination de ses oscillateurs cellulaires qui produisent une oscillation 

circadienne cohérente au niveau tissulaire. En effet, contrairement aux oscillations 

indépendantes des cellules dissociées, les neurones du NSC présentent une période circadienne 

identique dans une phase similaire. Lorsque les cellules sont cultivées de manière dissociée, les 

périodes de leurs rythmes de décharge sont plus dispersées que lorsqu’elles sont maintenues en 

explant (Herzog et al., 1998; Honma et al., 2004), soulignant que de la coordination des 

cellules du NSC dépend la précision du rythme généré au niveau tissulaire (Herzog et al., 

2016).  

Il existe une communication en réseau au sein des cellules du NSC qui permet une 

synchronisation de ces cellules (Liu and Reppert, 2000). Le VIP est le neuropeptide le plus 

important pour le maintien de la synchronie des cellules et de l’amplitude des rythmes (Patton 

et al., 2020),  tandis que le GABA a un rôle essentiel dans la communication entre les parties 

dorsale et ventrale des SCN (Slat et al., 2013). L’utilisation de tétrodotoxine (TTX), une drogue 

communément utilisée pour annihiler les potentiels d’action en bloquant les canaux sodium 

voltage dépendant (Welsh et al., 1995), dans des coupes intactes du NSC montre une perte de 

la synchronisation des neurones (Yamaguchi et al., 2003). Cela suggère que les potentiels 

d’action et la conséquence des transmissions neuronales sont requis dans le maintien de la 

synchronisation du NSC. Cette remarquable propriété montre qu’il y a un effet réseau qui assure 

l’harmonisation des rythmes neuronaux au sein du NSC. De plus, les progrès apportés par les 

enregistrements en bioluminescence, qui permettent de suivre directement la machinerie 

moléculaire de l’horloge, montrent que plus la densité des cellules est élevée, plus la proportion 

de cellules oscillantes est importante (Webb et al., 2009).  

Parmi les structures oscillantes, le NSC est particulièrement robuste et résilient face à 

diverses perturbations grâce à son organisation au niveau tissulaire. En effet, les interactions 

intercellulaires au sein du NSC sont en mesure de compenser la perte du phénotype d'horloge 

autonome à l'échelle cellulaire, causée par la perte de fonction des gènes horloges. La perte de 

rythmes de certains neurones peut être compensée par des interactions de ce réseau de neurones, 

préservant ainsi le rythme global dans le NSC et le rythme comportemental (Liu et al., 2007) 

(Figure 13).  Ainsi, les communications intercellulaires au sein du NSC sont essentielles à 

la robustesse du pacemaker central. 
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Figure 14 : Les communications intercellulaires au sein du NSC assurent la robustesse 

contre des mutations de l’horloge. 

 

L’enregistrement des rythmes de PER2 : LUC des souris mutantes Cry1-/- montre que la perte 

de la rythmicité moléculaire observée dans les cultures cellulaires des neurones dispersés (B) 

semble être complètement stabilisée et synchronisée au sein des tranches intactes de NSC (A). 

 

(D’après Liu et al., Cell, 2007). 

 

Enfin, il est évident que la robustesse et la précision des rythmes générés par le 

NSC sont des propriétés émergentes (c'est-à-dire au niveau du réseau) résultant des 

interactions cellulaires. Ses propriétés émergentes du réseau sont essentielles au rôle 

primordial circadien du NSC.  

 

 

Figure 15 : La communication intercellulaire au sein du NSC : robustesse et précision du 

pacemaker circadien. 

Isolés en culture, les rythmes générés par les neurones du NSC sont mal organisés et de faibles 

amplitudes. Dans le NSC intact, les interactions cellulaires synchronisent les cellules 

individuelles de l'horloge, conduisant à des rythmes plus stables, précis, cohérents et de 

meilleure amplitude. 
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Une question qui se pose aujourd’hui, quels sont les modules fonctionnels de 

cohésion et d'organisation qui confèrent les caractéristiques de résilience et de robustesse 

à ces ensembles de cellules d'horloge qui, individuellement, n'ont pas ces propriétés ? les 

mécanismes de régulation et d’architecture qui sous-tendent ce mode rythmique robuste 

restent à élucider (Hastings et al., 2018).  
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I.3 / Conclusion…de la première partie 

 

Si les chronobiologistes ont bien démêlé les rouages moléculaires de l'horloge 

biologique, cette grande réalisation, aussi prodigieuse soit-elle, n'est qu'un premier pas vers une 

compréhension complète des mécanismes de la mesure du temps circadien. Il reste encore à 

élucider comment les gènes horloges contribuent à la rythmicité cellulaire des neurones du 

NSC, comment ces activités unitaires sont harmonisées au sein des réseaux neuronaux des NSC 

et comment l’ensemble s’intègre dans le fonctionnement d’un organisme complexe, lorsque les 

rythmes environnementaux sont perturbés. L'une des raisons de cette situation est que les efforts 

de la recherche dans le domaine de la chronobiologie ont tout simplement été entravés par la 

complexité et l'inaccessibilité des noyaux suprachiasmatiques. D’où la large utilisation des 

sorties du NSC comme témoin pour étudier l’horloge circadienne, car elles sont souvent plus 

facilement accessibles, observables et mesurables. C’est d’ailleurs le rythme de l’activité 

locomotrice qui est le plus souvent utilisé dans le cas de nos dévoués rongeurs de laboratoire. 

Une autre raison aussi est que l'étude de la fonction circadienne a été d’un autre coté largement 

dominée par des techniques qui consistent à étudier le NSC dans des préparations in vitro ou ex 

vivo. De telles approches réductionnistes sont un excellent moyen pour multiplier les données 

sur les processus cellulaires, biochimiques au sein de la cellule et même du réseau du NSC, 

mais qui ne permet pas toujours d’établir un lien très clair avec la fonction physiologique. De 

même, les efforts récents en transcriptomique cellulaire du NSC ont documenté un NSC encore 

plus hétérogène qu'on ne le pensait, encore plus complexe (Wen et al., 2020). Cette grande 

hétérogénéité cellulaire met en évidence des caractéristiques topologiques potentielles du 

réseau du NSC comprenant plusieurs axes de signalisation dont chacun est constitué de 

populations cellulaires exprimant des neuropeptides et des récepteurs différents (Wen et al., 

2020; Park et al., 2016), mais pour l’instant leurs implications dans la fonction physiologique 

restent difficiles à interpréter sans outils appropriés. Malgré les précieuses informations qu’on 

a aujourd’hui sur l’implication du réseau du NSC dans la fonction circadienne, aucune 

technique encore n'a permis aux chronobiologistes d'étudier l'activité neuronale dans une 

population à l’échelle cellulaire (pour caractériser par exemple l'hétérogénéité ou la 

synchronicité entre les cellules) et de relier ensuite cette activité à des fonctions spécifiques (El 

Cheikh Hussein et al., 2019). Les drosophilistes circadiens ont ouvert la voie et commencent à 

étudier la topologie fonctionnelle des réseaux cellulaires qui sous-tendent la rythmicité 

circadienne et l'entraînement photique dans des préparations du cerveau entier ou des mouches 
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vivantes (Guo et al., 2017; Liang et al., 2017). La traduction de ces approches sur des modèles 

murins révélera l'architecture des circuits du NSC chez les mammifères. Il y a peu de temps, 

aller au cœur de l'horloge, étudier ses rouages moléculaires et cellulaires dans son contexte natif 

n'était qu'un rêve, mais aujourd’hui, ce rêve devient une réalité.  
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II. Deuxième partie :  Voyager au cœur du 

cerveau pour étudier les réseaux neuronaux 

in vivo 
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Ne dit-on pas que le cerveau est l’objet le plus complexe de l’Univers ? Le cerveau et 

son fonctionnement fascinent depuis l’Antiquité au moins. D’après le Pr Yves Agid, neurologue 

et membre fondateur de l’Institut du Cerveau et de la Moelle épinière, "Le cerveau est en petit 

ce que l'univers est en grand". En tant qu’une fan d’astronomie, cet énoncé ne me laisse pas 

indifférente. La beauté du cerveau réside dans cette complexité. Malgré les années de recherche 

qui lui ont été consacrées, le cerveau reste l’un des secrets les plus impénétrables de la nature, 

en partie parce que les laboratoires en ont étudié les différents aspects et échelles 

temporelles indépendamment les uns des autres, faute de moyens technologiques 

suffisants. Les avancées incroyables en neurosciences, où la technologie rencontre les récentes 

découvertes en biologie, sont en train de changer notre façon d’aborder le cerveau et ont rendu 

ce qui paraissait autrefois impossible (presque) possible. D’après le comité national de la 

recherche scientifique du CNRS (Rapports du Comité National, 2015), l’un des grands enjeux 

scientifiques de la prochaine décennie sera de comprendre le fonctionnement du cerveau 

dans son ensemble, au niveau cellulaire. L’Europe décide alors de financer sur 10 ans (un 

total de 1,2 milliards d’euros) le « Human Brain Project », qui vise à simuler par ordinateur 

le fonctionnement du cerveau. La même année, le National Institute of Health aux États-Unis 

lance « Brain Initiative », doté de 3 milliards de dollars sur 10 ans, afin de cartographier le 

fonctionnement de chaque neurone du cerveau (Fédération pour la Recherche sur le Cerveau 

(FRC), 2014). Ces actions mises ensemble, notre nouveau siècle ne sera-t-il pas ainsi le siècle 

de la compréhension du cerveau, comme nous avons connu le siècle du déchiffrage de la 

matière, puis celui de la maîtrise de la vie ? 

II.1 / Neurosciences et technologie : indissociables  

 

Comment le cerveau a-t-il été abordé au fil du temps ? Pour en étudier le 

fonctionnement, les méthodes ne manquent pas. La première, évidement, est l’anatomie 

descriptive. Du moyen âge à la renaissance on a pu décrire le cerveau, siège de « l’âme 

dirigeante » selon Galien, en ouvrant le crâne des morts. La connaissance du cerveau se limitait 

à son anatomie globale. En étudiant ensuite le comportement des patients qui souffraient de 

lésions localisées du cerveau on a mis en évidence le fait que certaines zones ont des fonctions 

particulières. Comme les premières localisations de certaines fonctions au niveau du cortex et, 

en premier lieu, les recherches du chirurgien Français Paul Broca sur les aires cérébrales 

responsables du langage. En le découpant en tranches et en examinant ces tranches au 

microscope on a découvert qu’il était composé de cellules particulières. Grâce à une nouvelle 
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technique de coloration par Golgi et Cajal en 1880 une étape cruciale dans l’histoire des 

neurosciences fut ainsi franchie : la mise en évidence des neurones. 

Dès la fin du 19ème siècle, presque tous les développements de la révolution scientifique 

(les progrès de l'électromagnétisme, de la microscopie, de la chimie organique, etc. ...) donnent 

lieu à application dans l'étude du cerveau offrant de nouveaux instruments et permettant ainsi 

de renouveler les méthodes de recherche reposant jusqu'alors sur la seule anatomie descriptive. 

De la mise au point de l’électroencéphalogramme, la cartographie fonctionnelle du cortex 

(1ères visualisations des synapses grâce à la microscopie électronique en 1950), l’identification 

et clonage des neuromédiateurs, des récepteurs et des canaux ioniques (essor de la biologie 

moléculaire, années 1990), à la mise en évidence de la plasticité cérébrale, il devient alors 

possible de mieux comprendre les dysfonctionnements, et d’enrichir les connaissances 

scientifiques sur les bases théoriques de la physiologie intracellulaire et des mécanismes intimes 

du fonctionnement du cerveau à l’échelle de chaque cellule nerveuse.  

En ce début du 21ème siècle, le monde évolue de plus en plus rapidement et les 

découvertes se succèdent désormais au rythme des percées technologiques. Cependant, les 

questions quant à elles, deviennent de plus en plus précises : comme par exemple corréler 

l'activité d’un réseau neuronal du cerveau à une tache comportementale donnée (prise 

alimentaire par exemple) (Meffre et al., 2019) tout en prenant en compte les modifications 

anatomo-fonctionnelles éventuelles résultant de cette tache (plasticité neuronale, les synapses 

évoluent in-vivo) (Gross et al., 2013) ? Décrire et comprendre un tel réseau nécessite d’abord 

de relever un défi expérimental dont la difficulté provient de la diversité des échelles 

rencontrées. L’idéal résiderait dans la fusion des données acquises simultanément par plusieurs 

techniques, combinant les avantages des unes et des autres.  

De technologies émergentes comme l'imagerie fonctionnelle (qui couple l'optique, la 

génétique et la chimie) à l'aide des indicateurs sensibles aux ions Ca2+, permettent d'accéder à 

des données précieuses au sein des réseaux neuronaux natifs, à l'échelle de la milliseconde, 

chez l'animal anesthésié ou éveillé. 
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II.2 / Imagerie longitudinale de neurones in vivo en profondeur 

chez l’animal éveillé  

 

L’étude du fonctionnement du cerveau nécessite l’enregistrement de l’activité 

neuronale. La propagation du signal dans un neurone étant de nature électrique, décrypter les 

potentiels d'action (PA) d’un groupe de neurones et les relier à des fonctions physiologiques 

spécifiques apparaît comme un devoir primordial. Un crépitement de flashs lumineux 

parcourant des réseaux de neurones : un grand classique qui schématise l’activité électrique 

cérébrale souvent adressé à l’attention du grand public. Bien que totalement fantaisiste, cette 

représentation correspond toutefois à un vieux rêve des neurobiologistes : trouver une méthode 

permettant une lecture optique de l’activité neuronale pour s’affranchir des limitations 

inhérentes aux techniques qui ne permettent pas toujours d’identifier avec certitude les types 

neuronaux enregistrés. Les techniques telles que l’électrophysiologie extracellulaire ne donnent 

pas d'informations précises sur l'activité électrique de chaque neurone et ne permettent pas 

toujours d’identifier avec certitude les types neuronaux enregistrés. Quant aux enregistrements 

de patch-clamp le nombre de neurones qui peuvent être étudiés en même temps est limité, sont 

invasives et difficiles à réaliser in vivo (Kodandaramaiah et al., 2018). Aujourd'hui, l'imagerie 

optique nous permet d'observer simultanément une centaine de neurones in vitro ou in vivo, 

tandis que les indicateurs d’activité codés génétiquement, en particulier les sondes sensibles 

au calcium nous déchiffrent la dynamique spatio-temporelle sous-jacente au réseau neuronal 

(Lin and Schnitzer, 2016).  

II.2.A / Signalisation calcique neuronale 

 

Au sein d’un réseau neuronal les cellules communiquent entre elles principalement via 

des synapses ou de façon paracrine à distance. Ces deux modes de communication participent 

au fonctionnement du réseau impliquant des augmentations de Ca2+ dans les cellules. Le Ca2+ 

est un messager secondaire universel permettant le contrôle de nombreuses facettes de la 

physiologie neuronale. Une augmentation de la concentration de Ca2+ présynaptique suite à un 

afflux par les canaux calciques dépendants du voltage (l’une des voies principales d’entrée du 

Ca2+ dans la cellule nerveuse) déclenche la libération de neurotransmetteurs. Les signaux de 

Ca2+ peuvent entraîner des modifications dans la fonction neuronale qui durent de quelques 

secondes à quelques jours, par le biais d'effets sur les canaux ioniques et la neurotransmission, 

et peuvent également influencer l'expression des gènes, la croissance neuronale, le 
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développement neuronal, la survie et la mort. Ces signaux sont organisés dans le temps, l’espace 

et la magnitude, ce qui leur permet de contrôler de divers événements et d’assurer une 

signalisation cellulaire spécifique et robuste (Berridge et al., 2000). Au repos et en dehors de 

toute stimulation, les neurones maintiennent une concentration intracellulaire de Ca2+ comprise 

entre 40 et 100 nM (Sabatini et al., 2002). La réception d'un signal peut entraîner des 

modifications de la concentration de Ca2+ allant d'une élévation très localisée et transitoire à 

des changements plus durables et globaux dans l'ensemble du neurone (Augustine et al., 2003). 

Le Ca2+ peut pénétrer dans les cellules par les canaux de la membrane plasmique, tels que les 

canaux calciques dépendants du voltage ou les récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate), ou 

être libéré à partir des réserves intracellulaires en réponse à des messagers tels que l'inositol-

1,4,5-trisphosphate (Berridge, 1998). L'existence de sites d'entrée locale du Ca2+ dans le 

cytoplasme (à partir de sources externes ou internes) a donné naissance au concept de 

nanodomaines et microdomaines du Ca2+ (Augustine et al., 2003), dans lesquels la 

concentration intracellulaire effective de Ca2+ pourrait atteindre transitoirement des centaines 

de micromolaires près de l'embouchure des canaux du Ca2+. Dans les terminaisons nerveuses 

présynaptiques, les élévations locales des niveaux de Ca2+ sont impliquées, par exemple, dans 

le déclenchement de la libération de neurotransmetteurs par exocytose des vésicules 

synaptiques en moins de 100 μsec après l'entrée du Ca2+ (Sabatini and Regehr, 1996). L'entrée 

post-synaptique de Ca2+ après la neurotransmission peut ensuite générer des élévations 

localisées de Ca2+ dans les épines dendritiques. La concentration de Ca2+ peut être augmentée 

dans les épines dendritiques sans modification de la dendrite adjacente en raison de la diffusion 

limitée du Ca2+ à travers les cols étroits des épines (Sabatini et al., 2002). Un apport synaptique 

plus important ou plus soutenu à un neurone peut entraîner des vagues de Ca2+ dans les dendrites 

ou des élévations globales de Ca2+ dans tout le neurone. 

Enfin, dans les neurones, un PA déclenche un afflux important et rapide des ions Ca2+ 

via les canaux membranaires voltages-dépendants. Le présence d’un PA peut donc être évalué 

en mesurant les variations de concentrations de Ca2+ intracellulaire (Yasuda et al., 2004). De 

même, l'activation des récepteurs membranaires par les neurotransmetteurs pendant la 

transmission synaptique provoque des transitoires de Ca2+ dans les épines dendritiques. Ainsi, 

la mesure des variations de concentrations de Ca2+ intracellulaire permet de mesurer 

indirectement l’activité cellulaire dans des populations neuronales in vitro et in vivo. 
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II.2.B / Enregistrer l’activité des neurones avec des indicateurs codés génétiquement : les 
indicateurs calciques 

 

La mise au point d'indicateurs calciques pour la microscopie à fluorescence a ouvert un 

large champ de recherche sur les signaux calciques. Ces indicateurs sont générés à partir de 

molécules sensibles au calcium couplés à des protéines fluorescentes, permettant de voir 

l’activité des neurones en temps réel, grâce à des méthodes optiques. Aujourd’hui, les sondes 

calciques encodées génétiquement (ou GECIs pour « Genetically Encoded Ca2+ Indicators ») 

et les petites molécules synthétiques sensibles au calcium (Cobbold and Rink, 1987), comme 

fura-2 (Grynkiewicz et al., 1985), sont utilisés pour suivre les fluctuations de la concentration 

de calcium intracellulaire induites par l’activité neuronale. Mais parce qu’il y a toujours un 

favori, les GECIs l’emportent cette fois ! leur grand avantage comparé aux marqueurs 

synthétiques est qu'ils permettent de suivre répétitivement sur de longues périodes l'activité 

calcique d’un type cellulaire spécifique ou d’un compartiment de cellules par imagerie non-

invasive (Mao et al., 2008). 

II.2.C / Imagerie des zones profondes du cerveau  

 

Alors que l'activité neuronale au niveau du cortex peut être enregistrée directement à 

travers des fenêtres optiques dans le crâne, la description détaillée de la dynamique de neurones 

dans des régions profondes du cerveau des mammifères adultes reste insaisissable. Au cours de 

ces dix dernières années, parallèlement au développement des indicateurs de Ca2+ codés 

génétiquement, de nouvelles techniques innovantes ont rendu possible l'imagerie calcique dans 

les zones sous-corticales du cerveau in vivo chez l’animal conscient.  

 

II.2.C.1 / Outils optiques pour l’imagerie de fluorescence de neurones in vivo en profondeur 

 

Après avoir remplacé le crâne par une pièce de verre, Kim et al. ont pu imager le cortex 

cérébral et étudier ainsi l’activité calcique de 25000 à 50000 neurones pyramidaux corticaux 

sur plusieurs plans focaux (Kim et al., 2016). Cependant cette technique n’est pas adaptable à 

l'étude de structures cérébrales profondes. Théoriquement, avec des sondes calciques 

fluorescentes il est possible de mesurer l’activité neuronale partout dans le cerveau. 

Pratiquement, il n’existe pas de système d’imagerie efficace pouvant atteindre des neurones 

profonds dans le cerveau sans causer de dommages importants au tissu. Heureusement, des 
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outils qui permettent à l'expérimentateur de voir "au plus profond" du cerveau ont été 

développé. Des lentilles à gradient d’indice (lentille GRIN) sont aujourd’hui utilisées afin 

d’étudier des structures neuronales profondes. Ces petites lentilles de verre ayant des diamètres 

millimétriques assurent le lien optique entre l’objectif d’un microscope et la structure étudiée. 

Ces lentilles peuvent permettre la visualisation des épines dendritiques de neurones de 

l’hippocampe à l’aide d’un microscope optique (Barretto et al., 2009). Leurs caractéristiques 

leur permettent de relayer les images optiques d'une extrémité à l'autre, avec de très faibles 

aberrations pour les objets proches de l'axe optique (Antonini et al., 2018). L’utilisation de ces 

lentilles a permis de faire des études chroniques chez l’animal anesthésié. Les lentilles GRIN 

sont l'outil parfait pour réaliser des images in vivo dans les régions profondes du cerveau, en 

relayant les signaux à un point au-dessus du crâne où l'acquisition des images peut avoir lieu. 

La lentille est introduite dans la boîte crânienne de l’animal et est cimentée. Grâce à cette 

approche, il a été possible il a été possible d’étudier les gliomes et plus précisément la croissance 

de la tumeur, l’étude de la vascularisation en 3D et la mesure du flux (Barretto et al., 2011) ce 

qui a mis en évidence la diminution de la vitesse du flux à mesure que la maladie progresse et 

ce malgré une augmentation du diamètre des capillaires.  

Ainsi, l’imagerie calcique in vivo, grâce aux lentilles GRIN, permet d’analyser le 

fonctionnement du circuit avec une résolution cellulaire et subcellulaire dans le cerveau 

profond.   
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II.2.C.2 / Imagerie longitudinale de neurones in vivo chez l’animal conscient 

 

L’utilisation de lentilles GRIN implantées de façon chronique chez l’animal anesthésié 

permet l’accès aux régions en profondeur du cerveau et d’enregistrer l’activité neuronale dans 

ses structures. Mais comment établir les relations existantes entre des séquences d’activité 

neuronale définies et le comportement ? les techniques optiques doivent alors permettre 

d’appréhender des groupes de neurones avec une résolution cellulaire chez l’animal conscient.  

 

II.2.C.2.a / Microscope classique : imagerie en configuration « tête fixée »  

 

Afin d'effectuer de l’imagerie cérébrale profonde chez les animaux conscients, les 

rongeurs sont maintenus sous un microscope à épifluorescence par une pièce métallique 

cimentée au crâne (Figure 16). Les animaux conservent la capacité de se déplacer sur une roue 

ou un cylindre afin d’avoir une impression de mouvement et de réduire le stress due à la 

contention sous le microscope pendant les expériences. Cette approche a été utilisée pour faire 

de l'imagerie calcique dans des zones profondes du cerveau (Bocarsly et al., 2015), et même 

dans deux zones en même temps : le cortex visuel primaire et la zone visuelle latérale. Cette 

étude a permis d’enregistrer l’activité calcique de 100 à 300 neurones et de montrer la 

dépendance de la zone visuelle latérale sur le cortex visuel primaire (Lecoq et al., 2014). Un 

grand avantage de l'imagerie du cerveau profond en configuration tête fixée est que les 

microscopes conventionnels "de table" offrent une excellente qualité d'image, et qu'il est même 

possible d'enregistrer l'activité des structures subcellulaires (Meng et al., 2019). Mais d’un autre 

côté, ce système est inadapté pour des études nécessitant un suivi longitudinal de long durée et 

incompatible avec des études sur le stress par exemple.  

 

Figure 16 : Schéma du système d’imagerie en configuration « tête-fixée ». 

  

La souris est sur une roue, elle est 

maintenue par un système fixé à la 

pièce métallique collé sur son crâne 

avec le ciment dentaire. L’objectif du 

microscope est aligné avec la lentille 

GRIN implantée. 

(D’après Hoa et al., 2019). 



54 

 

II.2.C.2.b / Miniscopes 

 

Aujourd’hui, l'imagerie cérébrale profonde peut être réalisée chez l’animal éveillé avec 

un microscope classique sur des animaux vigiles restreint dans leurs mouvements, mais aussi 

sur des animaux éveillés et mobiles à l'aide d'un microscope miniaturisé monté sur la tête.  

En 2011, le groupe de Mark Schnitzer a présenté pour la première fois le microscope miniaturisé 

(miniscope) à épifluorescence (Ghosh et al., 2011). Il est petit, léger et facile à monter sur la 

tête d'une souris, permettant enfin de réaliser des études comportementales en les reliant à 

l’activité des circuits neuronaux chez des animaux conscients et mobiles (Figure 17). Des études 

longitudinales, sur de longues durées sans stress ni douleur sont ainsi devenues faisables. Grâce 

à cette avancée technologique, des études extraordinaires sont en train de voir le jour. Par 

exemple, la faim et la soif influencent toutes les deux l'ingestion, mais on ignore si les circuits 

sous-jacents à ces états sont reliés. Pour répondre à cette question, Gong et al. (Gong et al., 

2020), ont utilisé l'imagerie calcique pour évaluer les réponses de la circuiterie neuronale lors 

du comportement alimentaire. Ils ont montré qu'une population de neurones glutamatergiques 

dans le péri-locus cœruleus (periLC), réagit pendant la consommation d'aliments ou de boissons 

appétissants. L’augmentation des réponses de ces cellules induit par l'appétence favorise à son 

tour la faim hédonique. Ainsi, l’imagerie calcique à résolution cellulaire in vivo, chez la souris 

vigile et libre de ses mouvements, nous éclaire sur des nouveaux aspects de la physiologie 

cellulaire de cerveau en lien avec l’environnement externe. 

 

Figure 17 : Système d’imagerie en configuration « freely moving ». 

 

La souris est libre de ses 
mouvements. L’objectif du 
miniscope est aligné avec la lentille 
GRIN implantée et fixé sur la tête de 
la souris. 
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II.3 / Conclusion…de la deuxième partie 

 

Combiné à une lentille GRIN implantée de façon chronique au-dessus de la zone à 

étudier, le microscope miniature permet d’enregistrer l’activité calcique d’une centaine de 

neurones dans les régions profondes du cerveau pendant des mois. Le fait de pouvoir étudier 

l'activité de neurones spécifiques dans des zones inaccessibles chez des animaux éveillés et en 

temps réel offre une opportunité incroyable et inestimable d'élargir notre compréhension de la 

façon dont le cerveau contrôle différentes fonctions. En outre, l'imagerie cérébrale in vivo chez 

des animaux conscients permet des études longitudinales, offrant ainsi la possibilité d'utiliser 

des animaux (et même des neurones individuels) comme contrôles internes avant un défi (par 

exemple, stress, grossesse, perturbation circadienne).  
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III. Problématique 
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Comme nous venons de le voir, les propriétés émergentes du circuit du NSC sont à 

l'origine de la précision des rythmes physiologiques et comportementaux. Bien que les neurones 

individuels du NSC puissent fonctionner comme des oscillateurs circadiens indépendants 

(Welsh et al., 1995), le réseau du NSC contribue à renforcer la rythmicité cellulaire (Webb et 

al., 2009). Malgré les précieuses informations que nous avons aujourd’hui sur l’origine de la 

rythmicité circadienne, la nature et les propriétés de la remarquable coordination cellulaires au 

sein du NSC (Hastings et al., 2018) restent toujours à élucider. En effet, les chronobiologistes 

n'ont pas encore pu étudier la physiologie du réseau cellulaire du NSC avec une résolution 

cellulaire in vivo afin de pouvoir caractériser les propriétés qui rendent les cellules horloges 

individuelles un véritable pacemaker circadien. Néanmoins, l’évolution technologique en 

génétique et en neurosciences nous permet aujourd’hui de visualiser l’activité d’une cellule au 

sein du tissu natif in vivo. L’application de ces approches en chronobiologie pourrait aider à 

révéler l'architecture des circuits du NSC chez les mammifères. C’est dans ce contexte que 

s’inscrit mon projet de thèse d’imagerie des NSC in vivo, chez la souris vigile et libre de ses 

mouvements, rendu possible grâce à l’utilisation du mini-microscope nVista adapté à la 

souris, permettant de pratiquer de l’imagerie de fluorescence in vivo avec une résolution 

cellulaire. 

Les neurones du système circadien des vertébrés et des invertébrés présentent des 

variations de calcium intracellulaire sur 24h, appelé le « CCR » (Circadian Calcium Rhythm). 

En effet, chez les mammifères la concentration en calcium cytosolique dans les neurones du 

NSC fluctue spontanément de manière circadienne (Colwell, 2000; Ikeda et al., 2003a). Une 

des premières études mesurant le calcium intracellulaire libre a rapporté un rythme circadien 

du [Ca2+]i qui dépend de l’activité neuronale (Colwell, 2000). Des études ultérieures ont révélé 

des rythmes du [Ca2+] i qui persistent en l'absence de décharge neuronale (Enoki et al., 2012) 

mais qui sont supprimés par des bloqueurs des réserves du calcium intracellulaire sensibles à la 

ryanodine (Ikeda et al., 2003). Bien que les mécanismes qui pourraient contribuer à la variation 

de calcium intracellulaire sur 24 heures dans les neurones du NSC ne sont pas encore bien 

compris, le CCR est autonome au niveau cellulaire. En effet, dans des cellules dispersées le 

[Ca2+]i présente un rythme circadien autonome, mais ce rythme est renforcé au sein du réseau 

du NSC (Noguchi et al., 2017), renforçant l’intérêt d’étudier la physiologie du réseau cellulaire 

du NSC. En outre, le CCR dépend de l’horloge moléculaire. En effet, le CCR est perturbé 

lorsque l’horloge moléculaire n’est plus fonctionnelle chez des souris mutantes pour les gènes 

horloges CRY et Bmal1 (Enoki et al., 2017a; Ikeda and Ikeda, 2014). De plus, des études 
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antérieures ont montré que des taux adéquats de calcium extracellulaires étaient essentiels pour 

maintenir la rythmicité moléculaire dans le NSC (Lundkvist, 2005; Harrisingh et al., 2007). 

Ainsi, le CCR forme une boucle noyau-cytoplasme conservée au cours de l'évolution et est au 

cœur du fonctionnement de l’horloge puisqu’il est à la fois en amont et en aval de la boucle des 

gènes horloges. Les pics de [Ca2+]i précèdent les pics de PER2 dans les tranches de NSC 

(Brancaccio et al., 2013; Enoki et al., 2017a) et semblent suivre un parcours spatiotemporel 

bien déterminé similaire à celui précédemment décrit pour Per1 et PER2 (Yamaguchi et al., 

2003; Foley et al., 2011; Enoki et al., 2012). En effet, un profilage/mapping des acrophases au 

sein de la tranche du NSC montre qu’il existe une hétérogénéité régionale dans le rythme 

circadien du calcium (Figure 18a), avec une plus grande amplitude et une phase plus retardée 

dans la région ventrale que dans la région dorsale (Enoki et al., 2012, 2017b) (Figure 18b). 

 

 

Figure 18 : Spécificité topologique des rythmes circadiens du calcium. 

A- Hétérogénéité régionale dans le rythme circadien du calcium. Images prises toutes les 

heures montrant la distribution de l’acrophase du calcium cellulaire au sein de la 

tranche du NSC. 

B- Carte spatiotemporelle montrant l’acrophase du calcium. 

 

(D’après Enoki et al, 2012, 2017b). 
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Ainsi, bien que le CCR des neurones des NSC apparaisse coordonné, toutes les 

cellules ne sont pas synchrones dans les tranches, et des différences de phase existent entre 

les différentes zones. Nous avons utilisé l’imagerie cellulaire in vivo pour étudier la phase 

du CCR cellulaire dans les NSC intacts de souris adultes. Nous nous sommes intéressés 

plus particulièrement à la relation de phase du CCR par rapport au cycle jour-nuit, 

normal ou perturbé.  

En plus de notre intérêt pour le CCR, nous nous sommes intéressés aussi à un autre 

aspect du calcium intracellulaire dans les NSC. Dans les systèmes neuronaux le Ca2+ code de 

nombreuses fonctions cellulaires (grâce notamment à une modulation en fréquence et en 

amplitude) (Gu and Spitzer, 1995), via des fluctuations qui sont relativement rapides, sur des 

échelles de temps allant de 100 millisecondes à quelques secondes. Toutefois, pour les NSC de 

mammifères, la dynamique rapide du calcium reste encore paradoxalement une question sans 

réponse claire : Est-ce que l'activité calcique des cellules du NSC repose uniquement sur le 

rythme circadien du [Ca2+] i ou d'autres cinétiques, offrant un codage plus complexe, sont 

présentes ? Notre compréhension actuelle de la physiologie du réseau cellulaire du NSC à partir 

des études sur tranches aiguës ou en culture organotypiques témoigne que l’horloge centrale 

repose sur le couplage intercellulaire pour produire des rythmes cellulaires hautement 

coordonnés. Des voies cellulaires, impliquant du Ca2+ (Brancaccio et al., 2013), assurent la 

coordination circadienne dans l'ensemble du NSC. Ces données suggèrent une transduction 

calcique rapide du signal dans les cellules connectées. Pourtant, l’existence de signaux 

calciques rapides, reste incertaine dans les NSC (Hong et al., 2010). Nous avons donc 

recherché la présence d’éventuelles fluctuations rapides du Ca2+ cytosolique dans les NSC 

in vivo, en prêtant une attention particulière à leur régulation spatio-temporelle au cours 

du cycle jour-nuit. Notre approche expérimentale nous permet ainsi d’aborder les signaux 

calciques sur plusieurs échelles de temps avec une résolution cellulaire dans les NSC de souris 

adultes libres de leurs mouvements. 
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IV. MATERIELS ET METHODES 
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IV.1 / Opérations chirurgicales 

 
Toutes les expériences ont été faites en accord avec les comités d’éthique et la saisine 

suivante : APAFIS#15032-2018050918181227 v2. 

 

IV.1.A / Anesthésie 

 

Pour toutes les expériences de chirurgie, les souris mâles sauvages de fond génétique 

C57Bl/6 et transgéniques âgées de 8 semaines ont été anesthésiées à l’aide d’une injection 

intrapéritonéale (i.p.) combinée de xylazine (Rompun, 10 mg/kg) et de kétamine (Imalgène 500, 

75 mg/kg) en règle avec des conditions aseptiques. Cet anesthésique a été choisi car il permet 

un endormissement rapide et de courte durée, compatible avec la durée des interventions 

chirurgicales pratiquées dans cette expérimentation. Ce mélange est très bien toléré par les 

animaux, et grâce à l’effet analgésique de la xylazine qui dure plusieurs heures, il permet un 

bon réveil de ces derniers. 

 

IV.1.B / Injection intracérébrale de différents vecteurs viraux 

 
Injection intracérébrale de différents vecteurs viraux dans le but d’une 

manipulation génétique conditionnelle dans les noyaux suprachiasmatiques des souris. 

 

Une injection intracérébrale d'un vecteur viral permet la manipulation génétique de populations 

distinctes de neurones ou des régions particulières du système nerveux central. L’AAV (virus 

adéno-associés) est un parvovirus humain défectif, non pathogène. Aucune maladie ne lui est 

associée. Les parvovirus sont parmi les plus petits et les plus simples virus à ADN infectant les 

animaux. Plusieurs sérotypes d’AAV ont été identifiés, et sont classés selon des différences se 

situant au niveau des protéines de la capside virale. Par définition un nouveau sérotype est un 

virus qui ne réagit pas avec des anticorps neutralisants dirigés contre les sérotypes existants et 

déjà caractérisés. A ce jour, douze sérotypes ont été identifiés et classés d’AAV1 à AAV12. 

Chaque sérotype possède un tropisme préférentiel d’infection bien que pas exclusif pour un 

organe ou un type cellulaire.  
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Pendant mon stage de Master 2, j’ai déterminé les coordonnées stéréotaxiques des 

NSC et comparé la capacité et la qualité d’infection de trois sérotypes différents de AAV 

(AAV5, AAV8 et AAV9) dans ces noyaux. 

 

IV.1.B.1 / Mise au point 

 

IV.1.B.1.a / Stéréotaxie 

 
Les souris sont placées sur un cadre de stéréotaxie (KOPF instruments) après anesthésie. 

L’horizontalité entre bregma (coordonnées : 0, 0, 0) et lambda (croisement des sutures) est 

vérifiée. La différence d’horizontalité ne doit pas excéder 0,05mm. La distance bregma-lambda 

est une donnée reflétant la taille du cerveau et permettant si besoin de modifier les coordonnées 

stéréotaxiques en fonction de cette évaluation de la taille du cerveau. Un gel ophtalmique est 

appliqué sur les yeux pour éviter leur dessèchement. La chirurgie se fait sous une loupe 

binoculaire (Stemi 508, Zeiss). Le scalp est incisé le long de la ligne médiane et un petit trou 

est réalisé grâce à un outil de fraisage au-dessus de la zone d’intérêt en utilisant les coordonnées 

stéréotaxiques appropriées. Une aiguille de 200µm de diamètre (NF33BV-2, WPI) montée sur 

une seringue Hamilton (NANOFIL, WPI) de 10µl est utilisée. Cette seringue est reliée au bras 

stéréotaxique et est montée sur un micro-injecteur (WPI-Micro4).  La descente de l’aiguille 

vers le site d’injection se fait lentement et progressivement. Dix minutes d’attente sont 

nécessaires avant de procéder à l’injection pour permettre à l’aiguille de transpercer les 

méninges et au cerveau de reprendre sa forme initiale. La solution souhaitée est alors injectée à 

un débit de 0,05 μl/min. En fin d’expérience le même délai est nécessaire pour permettre la 

diffusion de la solution injectée dans le tissu avant de retirer l’aiguille (pour éviter un risque 

d’aspiration de la solution déposée hors de la structure). Après injection, la peau est suturée à 

l’aide de fil de soie (FK941, Ethicon). Afin d'éviter toute douleur, les souris reçoivent un 

antalgique : du Kétoprofène (1mg/ml, injection de 50µl en intra-musculaire).  

 

Les souris sont placées sur une couverture chauffante (à 37°C) pendant et après chirurgie 

jusqu’au réveil complet et un suivi post-opératoire est mis en place (vérification de l’état général 

de la souris et de la cicatrisation). Lorsque l’animal est complètement réveillé, il retourne dans 

l’animalerie.  
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IV.1.B.1.b / Détermination des coordonnées stéréotaxiques des NSC 

 
La première étape de mise au point était de déterminer les coordonnées stéréotaxiques 

des noyaux suprachiasmatiques (NSC). Des injections soient uni-latérales soient bilatérales de 

différents volumes (μl) du colorant bleu de méthylène à des vitesses différentes aux différentes 

coordonnées stéréotaxiques ont été réalisées. Des souris sauvages qui ont subi une injection de 

ce colorant bleu préalablement filtré dans le cerveau, ont été ensuite sacrifiées et les cerveaux 

ont été fixés immédiatement post-injection par immersion dans du PFA 4%. Les coordonnées 

stéréotaxiques sont prises à partir du croisement des sutures antérieures sur le point bregma 

(coordonnées : 0 ;0 ;0). En utilisant les coordonnées stéréotaxiques du NSC citées dans la 

littérature : -0,30 mm en antéro-postérieur (AP), +/- 0,35 mm en médio-latéral (ML) et entre -

5,5 mm en dorso-ventral (DV) nous retrouvons une diffusion de bleu nette parallèle au troisième 

ventricule mais qui reste très dorsale par rapport au NSC (Figure 19A). En réajustant ces 

coordonnées (0 mm en AP ; -0,25 mm en ML ; -5,7 mm en DV), l’injection de bleue se trouve 

exactement au-dessus du NSC (Figure 19B). Ces coordonnées stéréotaxiques permettent de 

déposer la solution souhaitée (vecteur viral pour notre cas) au niveau des NSC sans les léser.  

J’ai utilisé ces coordonnées-là qui ont été utilisées dans la suite de mes expérimentations. 

 

 

Figure 19 : Coupes coronales du cerveau au niveau du NSC. 

Coupes d’épaisseur de 50 μm coupées au vibratome. 
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IV.1.B.1.c / Infections virales : détermination de la capacité et la qualité d’infection de trois 
sérotypes différents de virus adéno-associés (AAV) 

 
La deuxième étape de mise au point était de trouver le vecteur viral le mieux efficace 

pour notre zone d’intérêt.  

 

Les trois sérotypes testés sont les suivant :  

- rAAV5 / sspEMBOL-CBA-GFP (8 x 10 ^ 12 GC / mL ; UNC) 

- rAAV8 / sspEMBOL-CBA-GFP (8 x 10^12 GC/mL ; UNC Vector Core) 

- AAV9-CAG-GFP (≥ 7×10¹² vg/mL ; Addgene). 

 

Ces AAV expriment la GFP (Green Fluorescent Protein) sous contrôle d’un promoteur 

fort (CBA, Chiken Beta Actin). Différentes populations de cellules se trouvent dans les NSC 

de rongeurs. Ces types cellulaires sont distribués de façon dissymétrique dans les NSC et 

permettent de définir une partie dorso-médiane constituée de neurones exprimant la 

vasopressine (AVP) et une partie ventro-latérale qui renferme les neurones exprimant le peptide 

intestinal vasoactif (VIP). Nous avons donc vérifié quelle (s) population neuronale était 

préférentiellement infectée par chaque sérotype AAV.  

Après un temps d’infection de trois semaines nécessaires pour l’expression de la GFP, 

les souris infectées par l’AAV5 (n=5), par l’AAV9 (n=6) et l’AAV8 (n=5) ont été sacrifiées. 

Les coupes de cerveaux refermant notre zone d’intérêt réalisées pour chaque sérotype d’AAV 

ont été immunomarquées. Nous avons utilisé un marquage anti-GFP pour amplifier le signal 

endogène de l’infection, et des marquages anti-AVP et anti-VIP pour pouvoir déterminer la 

qualité de l’infection de chaque AAV au niveau des NSC, et un marquage Dapi pour marquer 

les noyaux. Nous remarquons que les deux virus AAV5 et AAV9 suite à une injection 

unilatérale sont capables d’infecter les NSC des deux côtés. Nous observons une infection nette 

et précise, sauf du côté de l’injection due forcement au reflux de virus au moment de la remontée 

de la seringue (Figure 20). Nous remarquons aussi que les virus présentent une spécificité 

géographique. Les AAV5 et AAV8 semblent infectés la partie ventrale et le AAV9 la partie 

dorsale (Figure 20).  
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Figure 20 : Coupes coronales des cerveaux infectés par l’AAV5, AAV8 et AAV9 au niveau 

des NSC.  

Imagées en microscopie (Zeiss apotome) 10x.  Flèche blanche pour montrer les NSC. Flèche 

rouge pour monter si infection unilatérale ou bilatérale et de quel côté. 

 
 
Les doubles marquages GFP-AVP et GFP-VIP nous ont permis de tirer plusieurs 

informations concernant la qualité d’infection de chaque sérotype au niveau des NSC. Nous 

avons observé que l’AAV5 et l’AAV8 ne pénètrent pas dans les neurones à AVP et infectent 

majoritairement les neurones à VIP partie dorsale du NSC (Figure 21A-B). Contrairement à ces 

deux sérotypes, l’AAV9 infecte les deux types neuronaux, à AVP et à VIP et donc la quasi-

totalité du NSC (Figure 21C). 
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Figure 21 : Coupes des cerveaux infectés par l’AAV5, AAV8 et AAV9 au niveau des NSC. 

 

En (A) AAV5, (B) AAV8 et (C) AAV9. Imagées en microscopie (Zeiss apotome) 40x. En bleue 

coloration DAPI, en vert GFP, en rouge AVP ou VIP. Les flèches blanches montrent les 

neurones AVP ou VIP qui sont comarqués avec la GFP, et donc qui sont infectés par les virus. 

Les flèches jaunes montrent les neurones AVP ou VIP qui n’ont pas été infectés par les virus. 

  



67 

 

Cette mise au point d’outils pour étudier les NSC m’a permis de tirer quelques 

informations intéressantes pour la suite :  

1- Une injection unilatérale semble suffisante pour infecter les deux NSC, ce qui 

permettra une diminution de nombres de lésions au niveau cérébrale et une 

diminution de la quantité d’AAV injectée.  

2-  Les sérotypes AAV5 et AAV8 infectent tous les deux préférentiellement les 

neurones à VIP et donc infecte plutôt la partie ventro-latérale des NSC.  

3- Le sérotype AAV9 infecte les deux types cellulaires et donc permet d’infecter tout 

le NSC.  

 

Sur la base de cette mise au point faite durant mon stage de Master 2, le vecteur 

AAV9 nous semblait être le meilleur candidat pour suivre l’activité neuronale par 

imagerie calcique de tout le NSC. 

Les souris utilisées pour les expériences suivantes doivent faire au minimum 20g afin 

de résister à l’anesthésie, l’injection du virus et à la pose de la lentille. 
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IV.1.B.2 /Expressions des sondes calciques au niveau du NSC 

 

Pour suivre l'activité neuronale des NSC par imagerie calcique, différents AAV ont été 

utilisés lors de cette thèse : 

- AAV9-CAG-GCaMP6f-WPRE-SV40 (≥ 1×10¹³ vg/mL; Addgene). 

- AAV9-CAG-Flex-GCaMP6m-WPRE-SV40 (≥ 1×10¹³ vg/mL; Addgene). 

- AAV9-SYN-GCaMP6m-WPRE-SV40 (≥ 1×10¹³ vg/mL; Addgene). 

 

Les souris sont placées sur un cadre de stéréotaxie (KOPF instruments) après anesthésie. 

L’horizontalité entre bregma et lambda (croisement des sutures) est vérifiée ainsi que le rapport 

entre bregma et lambda pour modifier si besoin les coordonnées stéréotaxiques en fonction de 

cette évaluation de la taille du cerveau. Un gel ophtalmique est appliqué sur les yeux pour éviter 

leur dessèchement. La chirurgie se fait sous une loupe binoculaire (Stemi 508, Zeiss). La peau 

est coupée et enlevée sur une large partie du crâne afin de dégager une base importante pour 

l’injection du virus et la pose de la lentille par la suite.  Une injection de 1µl du virus à 50 

nl/seconde est réalisée à l’aide une seringue Hamilton (A) fixée à un microinjecteur, par 

approche stéréotaxique, aux coordonnées (0 mm ; +/- 0,25 mm ; -5,7 mm) (Figure 22).   

 

Figure 22 : Imagerie calcique du cerveau profond in vivo chez la souris vigile, 1ère étape. 

Injection de la sonde calcique au sein du NSC. 
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IV.1.C /Implantation de lentilles GRIN 

 

Une lentille GRIN (Graded-Index (GRIN) (diamètre : 0,6mm, longueur : 7,45mm, distance 

de travail : 0,15mm, ouverture numérique (NA) : 0,5, référence : NEM-060-15-15-520-S-1.5p, 

GRINTECH GmbH) est ensuite insérée au niveau de la craniotomie aux coordonnées 

stéréotaxiques suivantes : 0 mm en antéro-postérieur, +/- 0,25 mm en latéral et -5,5 mm en 

dorso-ventral, 200 µm au-dessus du site de dépôt du virus pour respecter la distance de travail 

(Figure 23). Cette lentille est placée dans un système élaboré au laboratoire permettant d’insérer 

verticalement la lentille à travers le tissu et directement aux bonnes coordonnées (Figure 24). 

Du peroxyde d’oxygène est passé sur le crâne pour assainir l’os. Deux solutions 

photopolymérisables (Optibond FL, Kerr) utilisées en chirurgie dentaire sont ensuite enduites 

sur l’os, l’une pour le préparer et la seconde pour permettre l’adhésion du ciment dentaire à la 

surface du crâne. La lumière bleue nécessaire pour la photopolymérisation provient d’une 

lampe à usage dentaire (Lampe Bluephase 635153, Ivoclar Vivadent). L’os est séché après 

chaque étape. Les souris sont placées sur une couverture chauffante (à 37°C) pendant et après 

chirurgie jusqu’au réveil complet et un suivi post-opératoire est mis en place (vérification de 

l’état général de la souris et de la cicatrisation). 

 
 

 

Figure 23 : Imagerie calcique du cerveau profond in vivo chez la souris vigile, 2ème étape. 

Implantation d’un relais optique (lentille GRIN) au-dessus du NSC.  
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Figure 24 : Système d'implantation de lentilles GRIN. 

 

1. La GRIN est insérée dans les stries du système d’implantation. 
2. Les coordonnées de bregma sont refaites avec la GRIN (0 ;0 ;0)  
3. En faisant plusieurs allers-retours dans le tissu, la lentille est ensuite positionnée aux 

coordonnées suivantes (0 mm en antéro-postérieur, +/-0,25 mm en latéral et 5,5 mm en 
dorso-ventral). 

4. La lentille se situe maintenant aux bonnes coordonnées stéréotaxiques. 
5. La lentille est séchée et un point de ciment dentaire permet de la coller à l’os.  
6. L’anneau métallique est ensuite desserré pour pouvoir sceller la lentille au crâne avec 

du ciment dentaire. Toute la surface du crâne qui a été mise à nue est recouverte de 
ciment dentaire. 

7. Un fond d’Eppendorf (200µl) est collé (glue, Loctite) au-dessus de la lentille. 

 

Système 

permettant de 

tenir la lentille 

en place 

Anneau 

métallique 

bloquant la 

lentille 

Insertion de la lentille 

dans les stries du 

système 
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IV.1.D / Fixation d’une base d’accueil 

 
Une base d’accueil est ensuite fixée sur le crâne de la souris. Elle est magnétisée sur les 

quatre côtés, et permet au mini-microscope d’être fixé facilement sur la tête de la souris au 

moment de l’enregistrement (Figure 25). 

Les souris sont placées sur un cadre de stéréotaxie (KOPF instruments) après anesthésie. 

La base d’accueil est placée dans un système fourni avec le miniscope permettant de la poser à 

la bonne distance de la lentille. L’expérimentateur est libre de choisir le champ et le focus qu’il 

souhaite enregistrer. La base d’accueil est ensuite scellée au crâne avec du ciment dentaire. 

 

Figure 25 : Imagerie calcique du cerveau profond in vivo chez la souris vigile, 3ème étape. 
   
 

 

IV.2 / Imagerie calcique : souris vigile 

 

IV.2.A / Entraînement et habituation des animaux 

 
Les expériences sont effectuées chez des souris vigiles, conscientes, libres de leurs 

mouvements. Ces souris sont manipulées tous les jours, avec le même expérimentateur, pour 

réduire le stress lié aux expériences faites sur souris conscientes. Lors de ces périodes 

journalières d’habituation, les souris sont mises dans les conditions expérimentales à de 

nombreuses reprises (plusieurs fois par semaines) avant et après chirurgie toujours dans 

l’optique de diminuer le stress pendant les expériences. L’entraînement consiste à habituer la 

souris à être manipulée, soulevée par le même utilisateur et à être mise dans les conditions de 

l’expérimentation : elle est mise en cage d’expérimentation, avec les appareils allumés (ex : 

ordinateur, lampe…) pour s’habituer au bruit. De plus, elles sont mises en contact avec le 
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matériel utilisé : un mini-endoscope leurre qui fait exactement le même poids que le vrai 

microscope est fixé sur la tête de la souris pour s’y habituer et sont entrainées à accepter la prise 

de sang nécessaire au dosage des hormones. 

 

IV.2.B / Etat physiologique de l’animal 

 

Des prélèvements de sang en mimant les conditions expérimentales (mini-endoscope 

fixé sur la tête de la souris) ont été effectués à la queue de la souris pour un dosage hormonal 

de la corticostérone (CORT), pour évaluer l’état physiologique de l’animal. Chez les rongeurs, 

la CORT est la plus importante et la plus abondante hormone de stress. La sécrétion de la CORT 

par la glande surrénale augmente progressivement à partir de son minimum au cours de la 

journée pour atteindre son maximum début de la nuit (Spiga et al., 2014). Des niveaux élevés 

de CORT sanguin reflète un état de stress chez l’animal. Les profils de sécrétion de la CORT 

chez 6 souris différentes, montrent une nette variation circadienne sur la période de 24 heures 

avec des niveaux normaux et ils continuent à avoir l’élévation qui correspond au début de la 

phase d’activité (Figure 26). 

 

 

Figure 26 : Contrôle de la sécrétion de la corticostérone.  
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IV.2.C / Conditions expérimentales et protocoles d’imagerie calcique 

 

Les souris ont eu au préalable une injection stéréotaxique d’AAVs exprimant la 

GCaMP6 et une implantation de lentille GRIN au-dessus des noyaux suprachiasmatiques. Des 

expériences permettant de visualiser l’activité calcique des cellules neuronales du NSC à travers 

la lentille GRIN sont alors possibles. Quatre semaines après l’opération et l’habituation 

nécessaire, le miniscope est fixé sur la tête de l’animal (Figure 27). La longueur d’onde 

d’excitation est de 480nm et la longueur d’onde d’émission de 520nm.  

 
 

 

Figure 27 : Imagerie calcique du cerveau profond in vivo chez la souris vigile, 4ème étape. 
 

 
 
Des films sont acquis grâce au logiciel Inscopix nVista HD selon les protocoles 

suivants :   

1- Une minute à 4HZ toutes les 30 minutes, soit en cycle jour-nuit (L : 12-D : 12) soit 

en obscurité constante (DD). 

2- 20 minutes 15/20HZ toutes les 2 heures en cycle jour-nuit. 
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IV.2.D / Examination post-mortem : traçage et emplacement de la lentille GRIN 

 
À la fin de chaque expérience, l’emplacement de la GRIN a été vérifié. Après anesthésie, 

les souris sont euthanasiées par une perfusion intracardiaque d’une solution de 

paraformaldéhyde « PFA » 4, le cerveau avec la GRIN sont ensuite prélevés et post-fixés 2 

jours dans du PFA 4% à 4°C pour essayer de préserver le trac de la lentille. La lentille est 

ensuite retirée délicatement et le cerveau est coupé en tranches coronales de 50 μm d’épaisseur 

à l’aide d’un vibratome (Leica VT 1000 S) au niveau des NSC. La présence de la GFP/GCaMP 

chez les souris infectées a été détectée grâce à un immunomarquage de la GFP. La détection 

des NSC a été réalisée grâce à des immunomarquages de 2 populations spécifiques de neurones 

(AVP et VIP). Les images ont été acquises et la position de la GRIN ainsi que le respect de la 

distance de travail ont été contrôlés.  

 

IV.3 / Dosages hormonaux 

 

Nous avons choisi de doser les taux de l’hormone de croissance GH et la corticostérone 

pour contrôler l’état du fonctionnement physiologique de l’animal après intervention 

chirurgicales. 

 

IV.3.A / Prélèvements de sang 

 

Les hormones hypophysaires sont dosées à partir de prélèvements de sang. Ces 

prélèvements sont effectués à l'extrémité de la queue de la souris (Guillou et al., 2015) : après 

avoir coupé le bout de la queue de la souris (moins d’1 mm), 3 à 6 µl de sang sont prélevés avec 

une micropipette. L’échantillon prélevé est immédiatement dilué au 1:20 dans un tampon 

phosphate-Tween 20 à 0,05% (PBS Tween), (Na2HPO4 .6 mM NaH2PO42.mM and NaCl 0.15 

M, pH .4) et stocké à -20°C ou -80°C pour préserver l’intégrité de l’hormone jusqu’au dosage.  

 

IV.3.B / ELISA GH, CORT 

 

Les profils de sécrétion de cortisol sont déterminés par un kit ELISA commercial « 

corticostérone ELISA kit by AssayPro ». 
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Les profils de sécrétion de GH sont déterminés par un dosage ELISA sandwich (Steyn 

et al., 2011). Dans une plaque 96 puits (908 ; Corning), 50µl de solution d’anticorps de capture 

(dilution de l’anticorps dans du PBS 1X-Na2HPO4 .6 mM NaH2PO42. mM and NaCl 0.15 M, 

pH=7.4 dans de l’eau distillée stérile) est déposée au fond de chaque puit. La plaque est incubée 

pendant une nuit à 4°C dans une boite gardant l’humidité et avec un film de Parafilm (Pechiney 

Plastic Packaging) inséré entre la plaque et son couvercle afin d’éviter toute condensation ou 

évaporation de la solution. La solution d’anticorps de capture est remplacée par 200µl de 

solution de blocage (PBS-Tween, 5% lait écrémé en poudre) nécessaire pour bloquer les sites 

de liaison non spécifiques. Le blocage est réalisé deux heures à température ambiante, dans une 

boîte gardant l’humidité et sur agitation. Ce seront des conditions expérimentales qui seront 

gardées pour tout le reste de l’expérience. Pendant l’incubation de la plaque dans la solution de 

blocage, une gamme est préparée à partir de doses connues d’hormones dans une solution de 

PBS-T contenant de la BSA (0.2 mg/mL ; 82-045-1, Millipore). Une fois l’étape de blocage 

finie, les puits de la plaque sont rincés (trois rinçages de trois minutes à température ambiante) 

avec la solution de PBS-T. Selon un plan de plaque défini à l’avance, les puits sont remplis par 

50µl de différentes solutions : 

 

-un échantillon de sang contrôle (en duplicat) dont la quantité d’hormone est connue au début 

et en fin de plaque afin de contrôler la variabilité inter-plaque et intra-plaque de l’ELISA. 

-la gamme et le blanc (la solution de dilution de la gamme sans hormone, PBS-T/BSA) (en 

duplicat).  

-les échantillons de sang dilués. 

 

L’incubation de 2 heures est suivie par trois rinçages avec du PBS-T. L’étape suivante consiste 

à déposer 50µl d’anticorps de détection dilué dans la solution de blocage et à incuber cet 

anticorps avec le complexe précédemment formé pendant 90 minutes. Après trois rinçages, et 

de nouveau pour 90 minutes, 50µl d’anticorps couplé à la peroxydase de raifort (Fisher 

Scientific ; NA934) (dilution dans une solution de 50% de PBS et de 50% de solution de 

blocage) sont déposés dans les puits. Cette incubation dure 90 minutes. Une tablette de O-

phenylenediamine (Life technologies ; SAS 00-2003) est diluée dans 12ml de tampon citrate 

phosphate (pH=5) contenant 0.03% de peroxyde d’hydrogène. Après trois nouveaux rinçages, 

100µl de cette solution sont déposés dans chaque puits. La solution étant sensible à la lumière 
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cette étape, le dépôt et les 30 minutes d’incubation de cette solution se feront à l'abri de la 

lumière. La réaction est ensuite stoppée par l’ajout de 50µl d’HCl 3M. 

La lecture de la plaque se fait à l’aide d’un appareil de lecture à absorbance (Infinite 200 

PRO ; Tecan) à 490nm. Une lecture de référence se fait à 650nm pour corriger le bruit de fond. 

La concentration d’hormones dans les échantillons de sang a été déterminée en interpolant les 

valeurs de densité optique (DO) inconnues avec une régression non linéaire de la gamme. 

L’interpolation des concentrations des échantillons se réalise sur les échantillons se trouvant 

dans la partie linéaire de la gamme. 

 

  

Référence anticorps de capture: AFP-411S; NIDDK-anti-rGH-S-5; National Institute 

of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases−National Hormone and Pituitary Program 

NIDDK-NHPP. Dilution 1:40 000). 

 

Référence gamme GH: AFP-10783B; National Institute of Diabetes and Digestive and 

Kidney Diseases−National Hormone and Pituitary Program NIDDK-NHPP). 

 

Référence anticorps de détection pour la GH: AFP-5641801; National Institute of 

Diabetes and Digestive and Kidney Diseases−National Hormone and Pituitary Program 

NIDDK-NHPP. Dilution 1:10 000. 
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IV.4 / Immunofluorescence 

 

IV.4.A / Immunofluorescence sur coupe 

 
Préparation des tissus : 

Après anesthésie, les souris sont euthanasiées par une perfusion intracardiaque d’une solution 

de paraformaldéhyde « PFA » 4% (28908, Thermo Scientific ; dilution dans du PBS (D1408-

500ML, Sigma Aldrich)). Lorsque les souris sont profondément anesthésiées par le 

pentobarbital (létale) et ne présentent plus aucun réflexe, la cage thoracique est ouverte et une 

seringue est insérée dans le ventricule cardiaque gauche. Après ouverture de l’oreillette droite, 

20 ml de PFA 4% sont perfusés lentement à l’aide de la seringue à un débit de 5 ml/min. Les 

cerveaux sont ensuite prélevés et post-fixés 2 jours dans du PFA 4% à 4°C, rincés puis incubés 

dans une solution de TP contenant l’azide de sodium (PBS-azide 0,1% (Azide, S8032, Sigma 

Aldrich)) permettant de cryoprotéger les tissus.  

Coupe des tissus : 

 

Les cerveaux sont ensuite coupés en tranches coronales de 50 μm d’épaisseur à l’aide d’un 

vibratome (Leica VT 1000 S) au niveau des NSC et les coupes sont récupérées une à une de 

manière sériée dans des plaques de 24 puits contenant une solution du tampon phosphate. Les 

coupes sont ensuite conservées à 4°C dans du PBS 1X avant l’immunohistofluorescence. 

Marquages histologiques :  

La présence de la GFP/GCaMP chez les souris infectées a été détectée grâce à un 

immunomarquage de la GFP. La détection des NSC a été réalisée grâce à des 

immunomarquages de 2 populations spécifiques de neurones (AVP et VIP).  

Protocole général :  

L’immunofluorescence est effectuée dans une boîte 24 puits (353047, Falcon) sur 

coupes flottantes. La solution de l’anticorps primaire est composée de PBS/ TRITON 0,1% 

(TritonX-100-100ML, Sigma Aldrich) + BSA (Bovine sérum albumine, 04-100-811-D, 

Euromedex). 
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Les anticorps primaires utilisés dans cette thèse sont les suivants :  

 
 

Anticorps 

primaire 
Espèce Référence Fournisseur Dilution finale 

d’utilisation 

AVP Lapin 20069 Immunostar 1/2500 
VIP Lapin 20077 Immunostar 1/2500 

GFP Chiken A6455 Life 
Technologies sas 

1/250 

 

 

Les coupes sont incubées 48h à 4°C sur agitateur. Elles sont ensuite rincées trois fois au 

PBS 1X avant de mettre la solution contenant l’anticorps secondaire. La solution de l’anticorps 

secondaire est composée de PBS/ TRITON 0,1% + BSA. 

 

 
Les coupes sont incubées 2 à 4h à température ambiante sur agitateur. Elles sont 

protégées de la lumière pour ne pas altérer les fluorophores. Les coupes sont ensuite rincées 

trois fois au PBS 1X. Les coupes sont montées à l’aide d’un pinceau sur des lames polysine 

(Lame polysine® slides, Thermo scientific). Un marquage des noyaux (marquage DAPI, 4',6-

diamidino-2-phénylindole, D3571, Molecular Probe) est effectué. 

 

Montage des lames :  

 

Les lames sont protégées de la lumière jusqu’au séchage de celles-ci. Un milieu de 

montage commercial (Fluoromount-G®, Southern Biotech) est mis sur la lame et est recouvert 

d’une lamelle (24x50mm, Menzel Gläzer) pour finaliser cette immunofluorescence. Deux jours 

d’attente sont nécessaires pour que le milieu de montage sèche avant la visualisation par 

microscopie. Les lames seront ensuite conservées à 4°C. 

 

 

Anticorps secondaire Fluorochrome Référence Fournisseur Dilution 

finale 

d’utilisation 

Anti-chiken Alexa 488 A-21206 Life 
technologies 

1/2000 

Anti-lapin Cy3 711-166-152 Jackson 
Immunoresearch 

1/2000 
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Imagerie Apotome  

 

L’observation des coupes a été réalisée sur un microscope Zeiss (Imager Z1) équipé 

d’un module apotome. Les images ont été acquises avec le logiciel Axiovision 4.8. Les images 

sont ensuite traitées sur le logiciel Imaris (Plateforme IPAM de BioCampus de Montpellier). 

 

IV.5 / Analyse 

 

IV.5.A / Analyse de l’imagerie calcique 

 

 L’analyse de l’imagerie calcique est faite à partir du logiciel Fiji.  Des zones 

d’intérêt autour des cellules exprimant la sonde calcique sont déterminées et l’intensité est 

mesurée. Les mesures sont ensuite analysées sur IgorPro.5.1.  

IV.5.B / Traitement et analyse des données 

Les séries temporelles sont introduites dans une routine écrite dans Matlab par Pierre 

Fontanaud (Equipe Mollard) afin d'extraire le niveau de fluorescence moyen, les 5e et 95e 

percentiles de chaque enregistrement. La différence entre les 95e et 5e percentiles est calculée, 

comme une estimation de l'amplitude du signal sur la durée de l'enregistrement considéré. Une 

détection des transitoires calciques est réalisée à partir de la dérivée du signal de fluorescence 

(dF/dt), un seuil fixé au 90e percentile de l'ensemble des valeurs dF/dt obtenues pour une même 

cellule sur 24 heures détermine les variations de fluorescence les plus rapides. Parmi ces 

fluctuations, seules celles présentant un maximum au-dessus de 1 SD du signal basal (5e 

percentile) sont conservées. Le nombre des événements conservés par enregistrement de 1 

minute donne une estimation de la fréquence des transitoires calciques pour chaque série 

temporelle. Le nombre de cellules synchrones est comptabilisé pour chaque image, avec un 

seuil de significativité obtenu à partir d'une simulation réalisée sur 1000 permutations de tous 

les événements détectés dans chaque cellule au cours d'un enregistrement (réf. : Visual stimuli 

recruit intrinsically generated cortical ensembles. Miller JE, Ayzenshtat I, Carrillo-Reid L, 

Yuste R. Proc Natl Acad Sci U S A. 2014 Sep 23;111(38): E4053-61. doi: 

10.1073/pnas.1406077111).  
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IV.5.C / Rythmicité et calculs de phase des signaux journaliers 

 

Les paramètres extraits ci-dessus fluorescence moyenne, amplitude et fréquence) sur 24 

heures sont lissés 2 à 2 (48 valeurs obtenues à partir de 49 mesures) et utilisés pour une analyse 

de rythmicité circadienne avec l'algorithme JTK-Cycle (réf. :  JTK_CYCLE : an efficient non 

parametric algorithm for detecting rhythmic components in genome-scale data sets. Hughes 

ME, Hogenesch JB, Kornacker K. J Biol Rhythms. 2010 Oct;25(5):372-80. doi: 

10.1177/0748730410379711). Pour chaque paramètre présentant une rythmicité significative 

(p<0.05), la phase du signal est calculée. Les données sont ensuite représentées à l'aide du 

logiciel Oriana (Kovach Computing Services). 
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Chapitre 1 : Coordination du Rythme Circadien du Calcium 

(CCR) cellulaire in vivo. 

 

Le « CCR » (Circadian Calcium Rhythm) des neurones des NSC est autonome au niveau 

cellulaire et dépend des gènes de l’horloge (Noguchi et al., 2017). Dans des études qui 

s’appuient sur la culture ex vivo des NSC immatures, le CCR apparait coordonné, et des 

différences de phases semblent exister entre les différentes zones du NSC. Cependant, la 

relation du CCR avec le cycle jour-nuit reste inconnue. Nous nous sommes posé les questions 

suivantes :  

- Quelle est l'organisation spatio-temporelle du CCR entre les cellules du NSC in vivo ? 

- Comment le CCR évolue-t-il en fonction du cycle jour-nuit, normal ou perturbé ? 

Pour répondre à ces questions, j’ai analysé les niveaux de fluorescence de la GCamp6f 

enregistrés toutes les 30 minutes. J’ai regardé les variations lentes de la GCamp6f sur plusieurs 

cycles jour-nuit en condition normale LD (12 :12), en obscurité constante (DD) et lorsque les 

souris faisaient face à un challenge environnemental (Jetlag).  
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Champ Global cycle jour-nuit LD (12 :12) 

Sur toutes les souris sauvages que j’ai enregistrées (12 au total), nous avons remarqué que les 

cellules du NSC présentent des variations journalières du signal fluorescent de la GCaMP in 

vivo. En effet, comme nous le montre le montage des projections minimales des images du 

champs prises toutes les 2 heures, la fluorescence augmente à l’intérieure de chaque cellule 

pendant la journée et diminue pendant la nuit (Figure 28). De plus, nous avons même remarqué 

que ces variations journalières anticipent l’éclairage et commencent à se remplir en calcium 

quelques heures avant la transition jour-nuit. 

 

Figure 28 : Imagerie calcique cellulaire du noyau suprachiasmatique d’une souris sauvage 

qui exprime la GCamp6f en condition LD (12 :12). 

Une projection minimale du champ toutes les 2 Heures. Les images prises à ZT0 et ZT12 

correspondent au moment du light ON et light OFF respectivement. 

Au niveau du champ global, ces changements génèrent des variations quotidiennes au sein du 

NSC. Ces oscillations se répètent de façon reproductible sur plusieurs jours consécutifs chez 

le même animal (Figure 29). 
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Figure 29 : Variations journalières de la fluorescence du champ entier au niveau du noyau 

suprachiasmatique en condition LD (12 : 12). 

Chaque point représente la moyenne de l'intensité de fluorescence totale intégrée sur 1 minute 

d’enregistrement.  

 

Au contraire, les cellules du noyau de l’hypothalamus dorsomédial (DMH) ne présentent 

aucune variation journalière de leur signal GCaMP in vivo (Figure 30A). De plus aucune 

variation journalière significative au niveau du champs global du DMH n’a été détecté (Figure 

30B). À noter que le sérotype de virus, le promoteur ainsi que la GCaMP utilisés pour le DMH, 

sont ceux utilisés pour suivre l’activité cellulaire du NSC. Cette observation nous permet de 

conclure que la variation journalière que nous voyons au niveau du champ global du NSC n'est 

probablement pas liée à des perturbations extérieures, et reflète bien ce qui se passe dans les 

NSC. 
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Figure 30 : Imagerie calcique cellulaire du noyau de l’hypothalamus dorsomédial (DMH) 

d'une souris sauvage qui exprime la GCamp6f en condition LD (12 :12). 

A- Une projection minimale du champ toutes les 2 Heures. Les images prises à ZT0 et ZT12 

correspondent au moment du light ON et light OFF respectivement. 

B- Chaque point représente la moyenne de l'intensité de fluorescence totale intégrée sur 1 

minute d’enregistrement. Pas de variations journalières de la fluorescence au sein du 

champ entier du DMH. 

 

De plus, ces oscillations du signal GCamp6f reflètent bien des variations de la concentration en 

Ca2+, car lorsque j’ai utilisé une GFP sous le contrôle du même promoteur, nous n’avons pas 

vu de changement de fluorescence au niveau du NSC (Figure 31). 
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Figure 31 : GFP : pas de variations de la fluorescence au sein du champ des NSC. 

Chaque point représente la moyenne du champ totale sur 1 minute d’enregistrement, toutes les 

30 min.  
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Cellules individuelles cycle jour-nuit LD (12 :12) 

Les variations que nous voyons au sein du champ global, sont un reflet des variations au niveau 

des cellules individuelles (Figure 32A). Du fait que, un cerveau ça bouge, surtout au sein d’un 

animal non restreint, certains de mes champs enregistrés présentaient des mouvements que je 

n’ai pas réussi à corriger. Ainsi, je vous présente dans la suite de ces résultats, le suivi 

longitudinal sur plusieurs jours des mêmes cellules, dans 4 animaux différents. 

Nous avons pu enregistrer jusqu’à, au mieux, 50 cellules par champ. Entre 70% à 100% des 

cellules enregistrées au sein de chaque animal sont rythmiques à l’échelle de 24 heures (Figure 

32B). Sur tranches, des variations lentes du calcium ont été rapporté à la fois pour les neurones 

et les astrocytes dans les noyaux suprachiasmatiques (Jones et al., 2018; Brancaccio et al., 

2017), avec une activité pendant la phase lumineuse pour les neurones et la nuit pour les 

astrocytes. La phase du rythme du calcium que nous observons correspond à une phase 

d’activité neuronale. Elle ressemble à ce qui a été observé en photométrie pour les neurones 

VIP et ne montre pas d’antiphase, excluant ainsi une activité gliale. En effet, nous n’avons pas 

vu de colocalisation entre la GCaMP (détectée avec un anticorps anti-GFP) et la GFAP (une 

protéine spécifique des astrocytes) (Figure 33). Nous avons ainsi conclu que nous enregistrons 

majoritairement des neurones. 

De plus, au sein du même animal, les phases du rythme journalier du calcium de toutes les 

cellules apparaissent fortement coordonnées à l'échelle de 24 heures (Figure 34). Pour chacun 

des 4 animaux étudiés selon ce protocole de suivi longitudinal, la distribution des temps au pic 

du calcium (mesurés par le programme JTK-Cycle) est plutôt homogène au sein du même 

animal (Figure 35). Pour chaque animal, la distribution des phases du calcium cellulaire est 

centrée pendant la phase lumineuse, bien que de légères différences apparaissent d'un animal à 

l'autre (Figure 35). Ces différences entre animaux rappellent le décalage de phase du rythme 
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circadien calcique (CCR) entre les différentes régions au sein des tranches de NSC et pourraient 

donc correspondre aux différents endroits enregistrés in vivo. Nos résultats montrent qu’il y a 

une hétérogénéité spatiotemporelle de l’activité journalière du calcium au sein du NSC.  

 

Figure 32 :  Rythme journalier de calcium basal unicellulaire. 

A- Chaque point représente la moyenne du signal intégré sur 1 minute d’enregistrement, 

toutes les 30 min pour une région d'intérêt correspondant à une cellule individuelle. Le 

jour et la nuit sont représentés par un trait blanc et un trait noir en haut du graphe, 

respectivement. Un exemple d’un profil de l’organisation temporelle du [Ca²+] i basal 

dans une cellule individuelle du NSC in vivo. Pendant la nuit, le taux de calcium basal 

est bas. Le niveau du calcium augmente progressivement pour atteindre son maximum 

pendant la journée.  

B- Nombre de cellules présentant une rythmicité journalière significative (JTK-cycle 

p<0.05). 
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Figure 33 : Co-marquage cellulaire GFP/GFAP au niveau du NSC.  

Coupes de cerveaux de souris infectés par l’AAV9-CAG-GCaMP6f au niveau des NSC, imagées 

en microscopie (Zeiss apotome) 40x. En vert GFP, en rouge GFAP. Les flèches blanches 

montrent les cellules qui sont marquées avec la GFP, et donc qui sont infectées par les virus, 

ne le sont pas par la GFAP.   

 

Figure 34 : Coordination journalière des phases entre les cellules du NSC. 

Chaque ligne représente l'intensité du signal GCamp6f dans une cellule individuelle au cours 

du temps, codée en fausses couleurs. Les couleurs jaune et noir correspondent à un niveau du 

calcium basal maximal et minimal respectivement. Pour le champ enregistré pour cet animal, 

toutes les cellules (50 cellules) piquent ensemble pendant la journée (trait blanc) et creusent 

pendant la nuit (trait noir), et cela pendant 2 cycles consécutifs. Le CCR est coordonné entre 

les cellules du NSC in vivo en condition LD.  
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Figure 35 : Distribution des temps au pic du rythme journalier du calcium de toutes les 

cellules rythmiques, chez 4 souris différentes. 
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Champs Global en obscurité totale DD 

Mais enfin, j’enregistre l’activité cellulaire du pacemaker circadien, mes variations journalières 

de calcium basal, sont-elles indépendantes de la lumière ? oui, les variations journalières de 

calcium basal sont bien indépendantes de la lumière. Ce que nous voyons, est un rythme 

circadien du calcium (CCR) in vivo. En effet, lorsque les animaux sont maintenus en condition 

d’obscurité totale (DD), les cellules continuent à se remplir en calcium pendant le jour subjectif 

et se vider pendant la nuit subjective (Figure 36). De plus, les variations circadiennes du calcium 

au niveau du champ global en DD varient avec les mêmes amplitudes qu’en condition LD 

(Figure 37).  

 

Figure 36 : Imagerie calcique cellulaire du NSC de la même souris sauvage qui exprime la 

GCamp6f en condition LD (12 :12) et DD. 

Persistance des variations circadiennes du calcium en obscurité totale. 
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Figure 37 : Variations circadiennes du calcium du champ entier au niveau des NSC. 

Chaque point représente la moyenne du champ totale sur 1 minute d’enregistrement, toutes 

les 30 min. Les lignes noires et bleues représentent la meilleure sinusoïde possible, en 

condition LD et DD respectivement. 

 

  



94 

 

Cellules individuelles en obscurité totale DD 

Encore mieux, la coordination journalière entre les cellules du NSC est, elle aussi, indépendante 

de la lumière. En effet, les cellules restent coordonnées en DD (Figure 38).  

 

Figure 38 : Coordination circadienne des phases entre les cellules du NSC. 

Chaque ligne représente une cellule. Les couleurs jaune et noir correspondent à un niveau du 

calcium basal maximal et minimal respectivement. Pour le champ enregistré pour cet animal, 

toutes les cellules (25 cellules) piquent ensemble pendant la journée subjective (trait bleu) et 

creusent pendant la nuit subjective, et cela pendant 2 cycles consécutifs. Le CCR est coordonné 

entre les cellules du NSC in vivo en condition DD. 
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Mais est-ce que le CCR ainsi que la coordination cellulaire sont affectés par les perturbations 

de l'horloge circadienne ? Nos données montrent que le jetlag perturbe le CCR mais pas la 

coordination cellulaire.  

Dans le but de tester la robustesse du système, nous avons mimer un jetlag en imposant à nos 

animaux une avance de phase de 6 heures. Ici je vous montre les données analysées sur un seul 

animal, en exemple. 

Le premier jour après le jetlag le profil du calcium du champ global reste inchangé et ne s'aligne 

pas immédiatement sur le nouveau cycle jour-nuit. Après 5 jours le profile global est 

significativement avancé par rapport au premier jour (Figure 39). Ce changement est progressif. 

Les phases de niveau maximum et minimum du CCR global s'ajustent sur le nouveau cycle 

jour-nuit à la vitesse moyenne d'environ 1 heure par jour (Figure 40), comme précédemment 

observé pour l’activité locomotrice (Yamaguchi et al., 2013). De façon remarquable, les cellules 

individuelles restent coordonnées tout au long du jetlag, dès le premier jour, comme au cours 

de la période de réalignement progressif (jour 3) (Figure 41). 

 

Figure 39 : Variation du calcium basal du champs global du NSC in vivo lors d’un jetlag. 
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Figure 40 : Périodes du réalignement du CCR du champs global. 

 

 

Figure 41 : Robustesse de la coordination du CCR face au perturbation physique de 

l’horloge.  

Chaque ligne représente une cellule. Les couleurs jaune et noir correspondent à un niveau du 

calcium basal maximal et minimal respectivement. Pour le champ enregistré pour cet animal, 

toutes les cellules (50 cellules) restent coordonner après une perturbation de phase. 
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Nos données montrent in vivo la grande coordination entre les cellules du NSC au 

niveau circadien. 

Dans ce chapitre nous avons vu que chez la souris adulte les cellules individuelles du 

NSC présentent un rythme circadien de leur calcium (Ca2+) cytosolique (CCR), hautement 

coordonné in vivo. Ces observations rappellent les fluctuations circadiennes du calcium 

cytosolique dans les neurones du NSC sur tranche (Brancaccio et al., 2013; Enoki et al., 2017a), 

tout en révélant leur robustesse face aux perturbations du cycle jour-nuit.  

Bien que la distribution des temps de pics du CCR soit homogène au sein du même 

animal, d’un animal à l’autre nous avons vu une plus grande hétérogénéité qui se traduit par 

une distribution plus large des temps de pics. Un mapping des acrophases du CCR au sein de 

la tranche du NSC a montré qu’il existe une hétérogénéité régionale dans le rythme circadien 

du calcium (Enoki et al., 2012, 2017b). Dans ce contexte, les différences que nous voyons entre 

les différents animaux pourraient correspondre à l'enregistrement de différentes zones du NSC. 

Une hétérogénéité régionale dans le rythme circadien du calcium existe donc in vivo.  
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Chapitre 2 : Variation journalière de l’activité calcique rapide 

dans les cellules du NSC in vivo. 

Mais est-ce que l'activité calcique des neurones horloges repose uniquement sur le rythme 

circadien du Ca2+ cytosolique ou d'autres cinétiques, offrant un codage plus complexe, sont 

présentes ? 

Les fluctuations du calcium intracellulaire sont généralement rapides dans les systèmes 

neuronaux, sur des échelles de temps allant de 100 millisecondes à quelques secondes. Pour les 

NSC des Mammifères, des transitoires calciques rapides sans modulation circadienne sur 

tranche ont été atribués à un artefact causé par les anciennes sondes calciques à base de BAPTA 

(Hong et al., 2010). Pourtant, le calcium change rapidement dans des tranches de NSC en 

réponse à l’application de différents neuropeptides (Irwin and Allen, 2010), et même des 

rythmes ultradiens de Ca2+ (sur des périodes de 0.5-4 heures) ont été rapportés au sein du NSC 

(Wu et al., 2018). Les neurones des NSC sont donc capables de produire des transitoires 

calciques, mais il reste à comprendre leur régulation temporelle. Une étude récente montre des 

fluctuations de plusieurs secondes par photométrie in vivo à l’échelle d'une population de 

neurones du NSC en réponse à des stimuli lumineux (Jones et al., 2018), mais l'absence de 

résolution cellulaire ne permet pas de comprendre ce qui se passe à l'échelle des neurones 

individuels. 

Pour ces raisons, en plus des variations lentes du calcium du NSC au niveau cellulaire, nous 

avons aussi recherché la présence de transitoires rapides. Nous avons pu suivre ces fluctuations 

rapides de façon longitudinale sur au moins 24 heures dans 20 à 50 cellules chez 4 souris 

(acquisition d’une minute à 4Hz toutes les 30 min). 
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La preuve tant attendu est enfin là : la plupart des cellules du NSC presentent des dynamiques 

rapides du Ca2+ in vivo, en condition LD (12 :12) et DD (Figure 42), et cela pour tous les 

animaux enregistrés. Nos premières observations montrent que l’activité du Ca2+ rapide se 

greffe sur le CCR (Figure 43). Encore mieux, mes observations des enregistrements sur 

plusieurs cycles jour-nuit de 24 heurs, laissaient entendre que les activités calciques rapides du 

NSC in vivo présentent une certaine organisation temporelle au sein de chaque cellule. 

 

 

Figure 42 : Transitoires calciques rapides des cellules du NSC in vivo. 

Exemple de traces calciques de 1 min à 4Hz en condition LD (trace de gauche) et DD (trace 

de droite). 
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Figure 43 : Activité calcique rapide qui se greffe sur les variations calciques lentes au sein 

du NSC in vivo. 

Les traces calciques presentées dans cet exemple sont de 1 minute à 4 Hz. Certaines cellules, 

comme la cellule numéro 2, vont présenter plus de spikes ou de transitoires d’activité calcique 

rapide lorsque leur calcium basal est elevé. Et inversement, comme la cellule numéro 3. 

Mais est-ce que cette activité rapide est vraiment régulée sur 24h ? Le seul moyen pour le savoir, 

c’est de quantifier. Pour quantifier cette activité, nous avons estimé le niveau d'activité du Ca2+ 

rapide pour chaque épisode d'une minute sur 24h, pour chaque cellule, de 2 façons différentes. 

1- Amplitude du signal calcique 

 

Tout d'abord, nous avons estimé l'amplitude de ces oscillations (différence entre les 5ème et 95ème 

percentile, matérialisés sur la trace en Figure 44A). Ce paramètre d'amplitude présente une nette 

variation au cours du temps (Figure 44B). De plus, un pattern journalier significatif est détecté 

avec le programme JTK-Cycle et permet de calculer une phase au pic pour environ 30% des 

cellules (Figure 45). 
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Figure 44 : : Analyse des activités calciques rapides : estimation de l'amplitude. 
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Figure 45 : Distribution des phases journalières de l'amplitude des activités cellulaires 

rapides. 

 

 

 

 

2- Fréquence des événements les plus rapides 

 

Nous avons aussi directement détecté les transitoires calciques sur la base de leur cinétique 

de montée, par seuillage de la dérivée du signal lissé (Figure 46A, dF/dt avec seuil de 

détection, placée sur la trace en Figure 46A). La fréquence de ces transitoires varie elle aussi 

au cours du temps (Figure 46B), selon un pattern très similaire à celui du paramètre 

d’amplitude (Figure 47).  
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Figure 46 : Analyse des activités calciques rapides : estimation de la fréquence des 

transitoires. 
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Figure 47 : Distribution de l'ensemble des phases journalières des fréquences de 

transitoires calciques. 

 

 

 

 

De façon remarquable, les deux distributions, amplitudes et fréquences,sont très similaires, et 

les 2 paramètres sont significativement corrélés (Figure 48). Nos deux estimations des 

fluctuations rapides du signal GCaMP6f dans les cellules du NSC in vivo mettent donc en 

évidence leur régulation au cours du cycle jour-nuit.  
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Figure 48 : Corrélation linéaire des phases des amplitudes et des phases des fréquences. 
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Nous nous retrouvons ainsi avec deux dynamiques calciques au niveau du NSC, CCR et 

transitoires rapides, régulées toutes les deux de façon journalière au sein de la même cellule, 

bien évidement on veut savoir si elles sont reliées ?  

Nous avons trouvé que les fluctuations rapides sont beaucoup plus petites que la variation 

circadienne du niveau de base du signal de chaque cellule (Figure 49), 1 à 2 log de différence 

pour une majorité de cellules (Figure 50). Ainsi, l'activité rapide ne participe pas vraiment, ou 

très peu à « l’enveloppe » du CCR cellulaire. 

Mais, alors que l'activité calcique rapide est maximale à des phases différentes selon les souris 

(Figures 45 et 47), nous observons que le CCR des cellules de toutes les souris pique autour du 

moment du cycle jour-nuit (ZT6) (Figure 35). L'activité rapide n'est donc pas reliée à un 

moment précis ni à un niveau particulier du CCR cellulaire, et la relation de phase très dispersée 

entre le CCR et les transitoires (Figure 51) traduit probablement la diversité des types 

neuronaux que nous enregistrons dans les NSC. Pour autant, l'activité des cellules est 

remarquablement coordonnée au sein d'un même champ d’enregistrement, d'une même souris 

(Figures 45 et 47), ce qui interroge sur les systèmes de communication intercellulaire au sein 

du NSC. Ainsi, l'activité rapide ne modifie pas notablement le niveau moyen de calcium des 

cellules, mais elle apporte une possibilité de codage cellulaire jusqu'ici inconnu dans les NSC. 
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Figure 49 : Variation du 5ème (noir) et 95ème (rouge) percentile du signal GCaMP pour une 

même cellule pendant 24h. 
 

 

 

 

 

 

Figure 50 : Distribution des ratios d'amplitude des activités lentes et rapides (24h/1min) sur 

une échelle Log. 
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Figure 51 : Relation de phase entre le CCR et les transitoires rapides. 
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Nos données montrent in vivo l’existence d’une dynamique calcique rapide imbriquée 

dans la dynamique lente dans les cellules du NSC in vivo.  

Dans ce chapitre nous avons montré pour la première fois une régulation journalière des 

variations rapides du Ca2+ cytosolique dans les cellules du NSC in vivo. Contrairement au CCR, 

cette activité calcique ne présente pas une phase fixe par rapport au cycle jour-nuit. Ainsi, le 

code binaire du CCR est complété in vivo par une activité calcique rapide modulée de façon 

plus complexe, en fonction des régions enregistrées dans le NSC. 
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Annexe chapitre 2 : Lumière et transitoires calciques 

 

Bien que le CCR, comme déjà demontré dans le chapitre 1 est indépendant de la lumière, nous 

avons vu que la lumième induit une activité calcique rapide dans certaines cellules du NSC in 

vivo (Figure 52). Le nombre des cellules qui répondent à la lumière est faible (20%, Nombre 

totale de 50 cellules). Ce nombre nous parait en accord avec le fait que premièrement nous 

enregistrons la partie dorso-mediale, choix stratégique pour conserver la structure et le réseau 

cellulaire de l’horloge intacte, et deuxièment c’est la partie ventro-latérale du NSC est la partie 

photorécéptrice.   

 

Figure 52 : Signaux calciques rapides en réponse à un stimuli lumineux au sein des 

cellules du NSC in vivo pendant la nuit.  

Un enregistrement contrôle de 20 min à 10 Hz (Darkness), suivit d’un enregistrement de 20 

min à 10Hz lors d’un stimulus lumineux (Light pulse). Exemples de 3 cellules qui ont changé 

de pattern (fréquence et amplitude) d’activité calcique en réponse à la stimulation lumineuse. 
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Chapitre 3 : Evidence de foyers de co-activité cellulaire rapide 

synchrone dans les NSC in vivo. 

Comment s’organise l’activité du Ca2+ rapide à l’échelle du NSC ? 

Notre compréhension actuelle de la physiologie du réseau cellulaire du NSC à partir des études 

sur tranches aiguës ou en cultures organotypiques témoigne que l’horloge centrale repose sur 

le couplage intercellulaire pour produire des rythmes cellulaires hautement coordonnés. De plus 

une étude a montré que la coordination du CCR passerait probablement par une voie calcique 

(Brancaccio et al., 2013). Nous venons de montrer pour la première fois, l’existence de signaux 

calciques rapides, modulés au cours du cycle jour-nuit, dans les NSC. Est-ce que cette activité 

calcique rapide pourrait être alors un nouveau mode de communication qui assure le couplage 

intercellulaire au sein du NSC et son haut niveau de coordination ? 
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Les cellules au sein du NSC s’activent ensemble. Encore mieux, mêmes des cellules localisées 

à deux extrémités du champ d'enregistrement semblent coordonner leurs activité (Figure 53). 

Nous avons alors essayé de mieux caractériser et de quantifier cette coordination des activités 

calciques rapides entre les cellules des NSC que nous voyons in vivo.  

Nous avons remarqué que les événements significatifs de synchronisation correspondent 

généralement à des fluctuations du signal global (Figure 54), ce qui indique qu'ils concernent 

une proportion suffisamment grande de cellules pour émerger du bruit général. Ainsi, cela 

suggère que les événements photométriques récemment rapportés (Jones et al., 2018) 

correspondent à des transitoires unitaires coordonnés. De plus, nous observons ces événements 

tout au long du cycle jour-nuit, suggérant que les cellules du NSC peuvent coordonner leur 

activité de façon continue in vivo (Figure 55).  

Il n'empêche que plusieurs points d'interrogation importants subsistent. Et l’une des premières 

était : cette activité cellulaire rapide synchrone est-elle une propriété intrinsèque au NSC ou 

bien une résultante d’intégration des inputs que recoit le NSC in vivo ?  

Pour répondre à cette question, il a fallu isoler le NSC ( et revenir ainsi à un système réduit !), 

pour  empecher toutes entrées et sorties suceptible d’engendrer une réponse collective au sein 

du réseau. J’ai effectué de l’imagerie calcique sur tranches de NSC issus de souris adultes 

exprimant la sonde calcique GCaMP6f. Nous retrouvons une activité du Ca2+ rapide 

coordonnée entre les cellules du NSC (Figure 56). Cette activité en cluster est donc une 

propriété intrinsèque du NSC. Pour aller plus loin, nous avons regarder si une population 

cellulaire spécifique du NSC présente ce type d’activité. Nous avons alors enregistré l’activité 

calcique cellulaire sur tranche du NSC issu d’un croisement d’une souris transgénique AVP-

cre avec une lignée floxée pour la GCaMP6f. En effet, nous retrouvons cette activité du Ca2+ 

rapide coordonnée au sein des neurones AVP (Figure 57).  
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La deuxième question sur la liste est : l'activité calcique rapide des NSC est-elle affectée par 

les perturbations de l'horloge circadienne ? Nos données montrent que les transitoires calciques 

unitaires ainsi que les événements intercellulaires coordonnés sont résilients face aux 

perturbations physiques et génétiques de l'horloge. En effet, le jetlag ne perturbe pas l'apparition 

des transitoires cellulaires ni leur coordination en événements significatifs (Figure 58). 

De plus, l’enregistrement des souris Cry1-/- Cry2-/- dépourvues d’horloge moléculaire nous 

montre d’abord que le CCR est assez fortement altéré (Figure 59), bien qu'une petite proportion 

de cellules conserve un pattern journalier de leur baseline (20% cellules vs 100% chez les WT). 

En revanche, les NSC de ces souris Cry1-/- Cry2-/- présentent toujours des transitoires 

calciques (Figure 60A), et coordonnés en événements significatifs (Figure 60B). L’activité 

calcique rapide des cellules des NSC et l'organisation intercellulaire qui permet sa coordination 

à grande échelle ne sont donc pas dépendantes de l'horloge circadienne, et révèlent ainsi une 

propriété émergente de l'architecture du réseau cellulaire du NSC. 

L’étendue des foyers d'activité synchrone (mesurée en cell.clusters) est directement corrélée à 

l'activité calcique rapide dans le champs eregistré (Figure 61), et ces foyers apparaissent à tous 

moments du cycle jour-nuit (Figure 55). Ainsi, les cellules du NSC semblent recevoir ou 

échanger en permanence des signaux de synchronisation, suggérant que la coordination au sein 

du réseau cellulaire du NSC repose sur un mécanisme indépendant des transitions jour-nuit ou 

d'autres paramètres situés précisément sur l'axe du temps. 
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Figure 53 : Organisation spatiale de l’activité calcique rapide des NSC in vivo. 

Exemples de traces calciques d’un enregistrement d’une minute à 4Hz (A), et leurs positions 

dans le champ (B). 
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Figure 54 : L’activité calcique rapide organisée des cellules du NSC in vivo rend compte de 

l’activité du champ global. 

Graphe du haut : La ligne noir représente la moyenne de la variation du calcium au niveau du 

champs entier (Whole field). Raster plot : Chaque ligne représente une cellule. Les couleurs 

rouge et bleu correspondent à une activité calcique maximale et minimale respectivement. 

Pour cet animal, l’enregistrement d’une minute à 4Hz sur 22 cellules au total, montre que à 

chaque fois une activité calcique synchronisée se produit entre les cellules (N1 à N6), une 

activité significative ressort au niveau global. 
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Figure 55 : Distribution des clusters en fonction du temps. 
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Figure 56 : Imagerie calcique cellulaire ex vivo du NSC d'une souris sauvage adulte qui 

exprimant la GCamp6f par une approche virale (AAV9-GAG-GCaMP6f). 

Exemples de traces de l’activité calcique de 5 cellules différentes (graphe de gauche) 

enregistrées au sein de la tranche du NSC (image de droite). Acquisition : 2 min à 4 HZ. 

Tranches coupées au vibratome (épaisseur de 300µm) et imagées par un stéréomicroscope 

(Zeiss Discovery V.12). 
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Figure 57 : Imagerie calcique cellulaire ex vivo des neurones AVP du NSC d'une souris 

transgénique AVP-Cre exprimant la GCamp6f par rapproche transgénique. 

Exemples de traces de l’activité calcique de 5 cellules différentes (graphe du gauche) 

enregistrées au sein de la tranche du NSC (image de droite). Acquisition : 2 min à 4 HZ. 

Tranches coupées au vibratome (épaisseur de 300µm) et imagées par un stéréomicroscope 

(Zeiss Discovery V.12). 
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Figure 58 : L’activité calcique rapide organisée des cellules du NSC in vivo est résiliente face 

au Jetlag. 

Graphe du haut : La ligne noir représente la moyenne de la variation du calcium au niveau du 

champs entier (Whole field). Raster plot : Chaque ligne représente une cellule. Les couleurs 

rouge et bleu correspondent à une activité calcique maximale et minimale respectivement. 

Pour cet animal, l’enregistrement d’une minute à 4Hz sur 22 cellules au total, montre que à 

chaque fois une activité calcique synchronisée se produit entre les cellules (N1 à N6), une 

activité significative ressort au niveau global. Ces clusters d’activité sont résistants à la 

perturbation physique de l’horloge. 
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Figure 59 : Altération du CCR chez la souris Cry1-/- Cry2-/-. 

Chaque ligne représente une cellule. Les couleurs jaune et noir correspondent à un niveau du 

calcium basal maximal et minimal respectivement. 

Pour cet animal, l’enregistrement d’une minute à 4Hz sur 30 cellules au total, montre que le 

CCR est assez fortement altéré lors d’une perturbation génétique de l’horloge. 
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Figure 60 : L’activité calcique rapide organisée des cellules du NSC in vivo est résiliente à 

la perturbation génétique. 

A- Exemples de traces calcique (1 min à 4Hz) de 3 cellules différentes d’une souris Cry1-

/- Cry2-/- enregistrée in vivo. 

B- Graphe du haut : La ligne noir représente la moyenne de la variation du calcium au 

niveau du champs entier (Whole field). Raster plot : Chaque ligne représente une 

cellule. Les couleurs rouge et bleu correspondent à une activité calcique maximale et 

minimale respectivement.  

Pour cet animal, l’enregistrement d’une minute à 4Hz sur 22 cellules au total, montre 

que à chaque fois une activité calcique synchronisée se produit entre les cellules (N1 à 

N6), une activité significative ressort au niveau global. Ces clusters d’activité sont 

résistants à la perturbation physique de l’horloge. 
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Figure 61 : L’étendue des foyers d’activité synchrone est dépendante de l’activité générale. 
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Nos données montrent la synchronisation spatiale cellulaire dans le NSC in vivo. 

Dans ce chapitre nous avons vu que l’activité calcique rapide des cellules est 

remarquablement coordonnée au sein du même champ d’enregistrement, d'une même souris. 

L’activité calcique rapide des cellules du NSC et l’organisation intercellulaire qui permet sa 

coordination à grande échelle ne semblent pas dépendre de l’horloge circadienne, mais plutôt 

de propriétés intrinsèques au NSC. Bien que les cellules du NSC des souris doubles mutantes 

Cry1-/- ; Cry2-/- perdent leur coordination circadienne, nous retrouvons que les transitoires 

calciques restent observables, et coordonnés en événements significatifs suggérant que cette 

organisation rapide dépend de la circuiterie du NSC.  

Plus il y a de l’activité au sein du réseau plus les cellules du NSC se coordonnent et 

forment des foyers d'activité synchrone. De façon très intéressante, ces clusters sont présents 

au sein du réseau cellulaire du NSC tout au long du cycle jour-nuit ce qui montre que dans les 

NSC des mammifères, il y a de la coordination à tout moment du cycle jour-nuit.  

 

 

  



126 

 

 

 

  

Les cellules du NSC au sein du réseau natif in vivo présentent :  

1- Des variations lentes du Ca2+ cytosolique régulées de façon circadienne, coordonnés 

au sein du même animal et robuste face aux perturbations. 

2- Des variations rapides du Ca2+ cytosolique régulées de façon journalière, 

coordonnées au sein du même animal et robuste face aux perturbations. 

3- Pas de relation de phase entre les variations lentes et les transitoires rapides du 

calcium.  

4- Des foyers d’activité rapide synchrone. Le clustering est une propriété émérgente 

du NSC et se produit tout au long du cycle jour-nuit. 

 

Un codage spatio-temporel calcique complexe au sein du NSC 

in vivo est donc possible ! 
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 
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Le travail de ma thèse, imagerie calcique à résolution cellulaire des NSC in vivo, chez la 

souris vigile et libre de ses mouvements, nous éclaire sur de nouveaux aspects de la 

physiologie cellulaire du pacemaker circadien qui jusqu’aujourd’hui restaient mal compris 

faute notamment d’outils appropriés. Nous avons montré dans cette étude la possibilité de 

suivre in vivo l’activité neuronale à l’échelle cellulaire de l’horloge circadienne sur de longues 

durées, en préservant l’ensemble des régulations physiologiques auxquelles l’horloge est 

soumise. L’outil que nous avons adapté, représente un déverrouillage technique important dans 

l’étude de l’horloge circadienne.  

Mes travaux de thèse révèlent de nouvelles caractéristiques importantes sur le fonctionnement 

du réseau cellulaire de l’horloge chez la souris adulte en fonction du cycle jour-nuit :  

Le pacemaker circadien est doté d’une activité calcique cellulaire rapide imbriquée 

dans le « CCR » (Circadian Calcium Rhythm), révélant une coordination intercellulaire 

sur plusieurs échelles de temps dans le NSC in vivo.  

Mais en fait, le calcium dans la cellule, il sert à quoi ? Les cellules vivantes répondent aux 

signaux extérieurs par la transduction de l’information en un message intracellulaire. L’ion 

calcium (Ca2+) est l’une des molécules les plus fréquemment rencontrées dans ce rôle de second 

messager. En l’absence de toute stimulation, la concentration en Ca2+ cytosolique est basse (10-

100 nM). Après stimulation, cette concentration augmente fortement (parfois au-delà de 1 µM) 

et permet l’activation d’une cascade complexe conduisant à la réponse de la cellule.  

Mais alors, comment une molécule aussi simple que cet ion divalent peut réguler autant de 

fonctions si diverses ?  Le secret se trouve dans l’existence d’un code composé par plusieurs 

paramètres : amplitude, durée, et fréquence (constituant ce que nous appelons un « pattern » 

d’activité calcique). La modulation de ce code/pattern au cours du temps et de l’espace 

(subcellulaire et/ou intercellulaire) explique la diversité d’action du Ca2+.  

Mes résultats montrent qu'un tel mode de codage est possible dans les NSC. 
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Dans les NSC, siège de l’horloge circadienne principale chez les Mammifères, la rythmicité 

cellulaire autonome et l'architecture unique du réseau sont responsables de la production des 

oscillations avec une période intrinsèque proche de 24 heures, en résonance avec le cycle 

géophysique jour-nuit. Les études antérieures menées sur des tranches de NSC en culture 

montrent que les neurones du NSC présentent un rythme circadien de leur Ca2+ cytosolique 

(Pennartz et al., 2002; Ikeda, 2004; Enoki et al., 2017a). Ces rythmes calciques circadiens sont 

critiques pour le fonctionnement du pacemaker circadien (Lundkvist, 2005). Seul ce CCR, a été 

au centre des recherches pendant des années. Notre travail démontre l'existence d'autres 

cinétiques calciques, offrant un codage plus complexe au sein du pacemaker circadien. 

 

1. Au cours du temps : une bi-régulation temporelle du calcium dans les cellules des 

noyaux suprachiasmatiques in vivo. 

 

1.1. Mise en évidence d’un nouveau profil d’activité calcique dans le NSC in vivo 

Les oscillations rythmiques lentes du Ca2+ cytosolique permettent un codage de l’information 

circadienne sur le cycle jour-nuit. Il reste quand même difficile d’imaginer, qu’au sein du réseau 

neuronal du NSC, d’autres types de codages d’information, sur des délais beaucoup plus brefs 

sont inexistantes.  

Notre travail démontre que deux dynamiques temporelles, une lente et une rapide, du calcium 

cytosolique cohabitent dans les neurones des noyaux suprachiasmatiques au sein du tissu 

organisé in vivo. Cette complexité offre de nouvelles possibilités de codage temporel, passant 

d'un mode binaire de type "ON-OFF" basé sur la seule amplitude du signal, à un système 

intégrant aussi une modulation en fréquence d'évènements calciques rapides.  

La plupart des cellules du NSC in vivo présente une modulation en fréquence de leurs 

transitoires calciques. Pourtant, ce genre de profil temporel, n’avait jusque-là été observé que 

de façon anecdotique sur tranches de NSC (Ikeda et al., 2003b; Irwin and Allen, 2007, 2010). 

Par exemple, une stimulation du tractus rétino-hypothalamique (RHT) à des fréquences 

simulant une entrée lumineuse (Irwin and Allen, 2010), évoque des transitoires calciques 

rapides au sein des neurones du NSC. Même, d'autres variations ultradiennes du calcium 

cytosolique (période de 0.5 à 4 heures), d'origine apparemment extrinsèque au NSC ont aussi 

été décrites (Wu et al., 2018). Leur rôle reste mal compris et leur existence a longtemps été 

considérée comme purement artéfactuelle (Hong et al), nous apportons ici l'évidence que des 
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transitoires calciques existent bel et bien dans le NSC. Cela laisse entendre que, d’autres types 

de codages d’informations, sur des délais beaucoup plus brefs existent au sein du pacemaker 

circadien. 

1.2. Dépendance ou interdépendance entre les dynamiques lente et rapide ? 

Les amplitudes de la dynamique rapide sont minimes par rapport à la dynamique lente. Elles ne 

participent donc pas ou très peu à l’enveloppe du CCR et donc n'interfèrent pas avec le signal 

circadien. En revanche, la dynamique calcique rapide que nous avons détecté, est modulée de 

façon journalière à l’échelle de la cellule (au moins 30-40% des cellules d'après nos analyses 

avec JTK-Cycle), mais avec un maximum de fréquence très variable entre l’ensemble des 

cellules par rapport au pic du CCR. Ces deux dynamiques semblent donc être plus ou moins 

indépendantes l'une de l'autre. La diversité des profils temporels d’activité et de leurs 

modulations élargissent encore les possibilités du codage fonctionnel des informations au sein 

du NSC. 

1.3. Rôle potentiel d’une autre dynamique calcique beaucoup plus rapide au sein 

de neurones codant le temps sur 24 ?  

Une activité calcique rapide qui se greffe sur l’enveloppe circadien, peut être le moyen de porter 

des messages rapides aux cellules du NSC. Cette dynamique rapide du calcium pourrait être 

l’un des moyens contribuant à la rythmicité électrique des neurones. Le canal potassique à large 

conductance calcique BK (Ca2+-activated K+ channel) est exprimé de façon rythmique dans le 

NSC et joue un rôle important pour le maintien d’état hyperpolarisé des neurones NSC pendant 

la nuit. En effet, son inactivation, entraine une augmentation de la fréquence de la décharge 

neuronale pendant la nuit (Meredith et al., 2006). Leur activation est régulée, en partie par le 

Ca2+ intracellulaire. Pour permettre cette régulation, les canaux BK sont fonctionnellement 

couplés aux canaux calcique voltage dépendant (VGCC) et aux canaux servant d'intermédiaires 

pour la libération du Ca2+ des réserves intracellulaires (Harvey et al., 2020). Il n’est pas donc 

impossible, que l’activité calcique rapide que nous voyons puisse être impliquée dans ce 

processus. 

De plus, notre analyse de ces signaux rapides à l'échelle multicellulaire suggère qu'ils pourraient 

être des acteurs majeurs de la coordination intercellulaire essentielle aux propriétés uniques du 

pacemaker circadien. 
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2. Dans l’espace : foyers d’activité synchrone dans le NSC 

Comment les cellules se coordonnent-elles au sein d’un réseau neuronal ? Pour se coordonner, 

il faut d’abord communiquer. La communication passe par la transmission de l’information 

d’une cellule à une autre. La transmission chimique qui permet, dans le système nerveux, de 

faire passer une information d’un neurone présynaptique à un élément post-synaptique, 

impliquant la transduction du signal par des seconds messagers, tels que le calcium.  

2.1. Coordination intercellulaire 

De façon tout à fait intéressante, la distribution spatiale des signaux calcique rapide in vivo met 

en lumière un niveau de coordination intercellulaire à une échelle jusqu'alors ignorée dans les 

NSC. Cette distribution révèle des foyers d'activité calcique synchrone entre cellules des NSC. 

Ces foyers concernent un nombre restreint de cellules dans un champ d'enregistrement (une 

petite dizaine tout au plus) mais doivent être suffisamment conséquents à l'échelle du NSC pour 

provoquer des oscillations rapides du signal GCamp6 global, telles que nous les avons 

observées, en ligne avec les mesures photométriques rapportées précédemment (Jones et al., 

2018). Des travaux antérieurs ont montré l'importance des voies de signalisation liées au 

calcium intracellulaire dans la coordination au sein du réseau neuronal des NSC (Brancaccio et 

al., 2013).  Nos observations apportent une réalité physique à ce concept, avec une activité 

calcique rapide qui reflète une extrême coordination intercellulaire in vivo. 

2.2. Des indications concernant la topologie de ce système de coordination 

intercellulaire ?   

En plus de son organisation temporelle, la distribution spatiale du signal calcique est aussi 

pertinente. N’empêche que, la position exacte d’une cellule n’est parfois pas primordiale pour 

supporter une information. En effet, nos travaux actuels pour essayer de mieux comprendre les 

foyers synchrones, semblent plutôt exclure une organisation hiérarchisée au sein du NSC. Deux 

modes principaux de communication ont été décrits ou inférés dans le NSC : une 

communication paracrine par diffusion de neuropeptides, et une communication synaptique 

plus hiérarchisée selon un agencement scale-free, du type small-world (Hastings et al., 2018). 

Contrairement à une organisation scale-free qui implique une forte proportion de cellules 

faiblement connectées, et une petite proportion de cellules « hubs » fortement connectées, nous 

observons que toutes les cellules peuvent être impliquées dans un événement synchrone avec 

de nombreuses autres cellules au cours d'un cycle de 24h. De plus, seul le niveau d'activité 
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parait gouverner l'apparition des foyers d'activité synchrone, de manière stochastique : plus les 

cellules du champ sont actives, plus l'étendue de la coactivité est grande. 

2.3. Codage temporel assuré par l’organisation spatiale ? 

Comme l'activité calcique rapide des cellules est globalement présente à tout moment dans les 

NSC in vivo, les foyers synchrones apparaissent tout au long du cycle jour-nuit, indiquant que 

des signaux de communication circulait dans les NSC probablement en permanence. Ces 

signaux sont robustes face aux perturbations de l'horloge, notamment au cours du jetlag où nous 

avons observé une existence préservée des foyers d'activité synchrone. Ainsi, les éléments de 

coordination intercellulaire dans les NSC in vivo révèlent une organisation stochastique mais 

robuste qui pourrait très probablement contribuer à la coordination des dynamiques cellulaires 

circadiennes du pacemaker circadien 

2.4. Origine des signaux synchrones ? 

L'origine de ces signaux de synchronisation reste inconnue. Une activité calcique rapide durant 

la journée pourrait tout à fait être reliée à l’activité électrique diurne, mais cela semble peu 

probable quand son maximum se produit pendant la nuit. Notre approche in vivo ne permet pas 

de discriminer les communications d'origine intrinsèque aux NSC et les signaux issus d'autres 

parties du cerveau, ou même systémiques. Cependant, nous avons observé des foyers 

synchrones sur des tranches de NSC, suggérant que des signaux d'origine propre au NSC 

puissent y contribuer. La diffusion de signaux paracrines tels que le VIP et l'AVP parait être un 

mécanisme possible (Colwell et al., 2003; Harmar et al., 2002; Yamaguchi et al., 2013). 

  



133 

 

L’ensemble de ce travail de thèse démontre la faisabilité et l’intérêt d’étudier le fonctionnement 

de l’horloge interne au niveau tissulaire, in vivo. En effet, au prix de plusieurs développements 

techniques, nous avons pu mettre en évidence des éléments révélant une organisation 

temporelle, constituée de plusieurs paliers, offrant un nouveau degré de complexité de la 

signalisation calcique dans les noyaux suprachiasmatiques. Les résultats de cette étude 

décrivant la physiologie du pacemaker circadien in vivo en condition contrôle chez des souris 

sauvages, pourront, dans l’avenir, servir de base pour l'étude d'autres situations 

physiopathologiques.  

Comment les jeunes mères allaitantes adaptent-elles le fonctionnement de leur horloge interne 

pour faire face, à toute heure, aux besoins de leurs petits ? Une étude récente de mon laboratoire 

d’accueil a révélé que l’activité électrique des neurones du NSC est diminué durant la lactation 

chez la souris femelle (Abitbol et al., 2017). Un phénomène observé jusqu’au sevrage et qui 

pourrait permettre précisément à la mère de mettre entre parenthèse son propre rythme 

biologique pour se caler sur celui des petits. Lorsqu’il s’agit d’assurer la survie de l’espèce, 

l’horloge montre une certaine souplesse. Ainsi, est-ce que la lactation altère la physiologie et la 

coordination au sein du NSC ? 
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CONCLUSION 

 

Un petit rappel d’un passage apparu au début de ce manuscrit de thèse :  

« Par analogie avec l’horloge fabriquée par l’Homme que nous utilisons pour respecter 

les délais sociaux, l’horloge interne organise la rythmicité des différentes fonctions biologiques 

de manière à ce qu’elles soient coordonnées et en accord avec la journée terrestre de 24 

heures ». (Introduction I.1.A / Physiologie en harmonie avec la nature ?).  

 

À la fin de cette thèse, ce passage me laisse penser :  

Par analogie avec l’horloge fabriquée par l’Homme, l’horloge interne n’a-t-elle pas 

aussi besoin d’une trotteuse (celle que l’on voit bouger sans cesse) pour indiquer les secondes ? 

 

Au vu de ce travail, et après un certain recul, (et beaucoup de discussions) un semblant de 

réponse à ma question :  

Notre horloge interne, gouverne nos rythmes biologiques tout au long de la journée de 

24h, mais elle utilise aussi un mécanisme plus rapide qui telle la trotteuse oscille au gré des 

secondes. 

 

 

Le 22 septembre 2000, mon directeur de thèse, a ouvert 

l’introduction de sa thèse par la phrase culte de Berridge : 

« Presque tout ce que nous faisons est contrôlé par le calcium » 

… Vingt ans après, je referme la mienne par exactement la 

même phrase ! 
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